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The role of versatile peroxidase (VP) during lignin depolymerization has arisen a huge 
biotechnological interest for its potential application in the pre-treatment of lignocellulosic 
biomass. VPs are haem-containing proteins dependent of H2O2 which show a high substrate 
promiscuity thanks to their ability to oxidize a wide range of phenolic and non-phenolic 
compounds ranging from low-, medium-, to high-redox potentials. The structure of VP is 
stabilized by the presence of two structural calcium ions which maintain VP activity in its three 
oxidation sites including a haem access channel, the Mn2+ oxidation site, and an oxidation site 
governed by a superficial catalytic tryptophan. These structural features have been acquired 
during the natural evolution of VP from an atypical MnP (Manganese peroxidase) with Paleozoic 
origin.  
In order to improve VP properties for application in lignocellulosic biorefineries, its 
heterologous functional expression in suitable hosts for directed evolution becomes a crucial 
factor. Secondly, among the features that require attention in VP are its low oxidative stability 
towards H2O2 (a common process for all haem-containing peroxidases which is mechanism-
based) and the lack of activity and stability at neutral/alkaline pH. The latter is the result of the 
natural selection of VPs to work under acidic environments during natural lignin decay.  
By performing directed evolution in Saccharomyces cerevisiae as heterologous host, the VP 
from Pleurotus eryngii was evolved towards functional expression, and afterwards, for 
thermostabilization. The R4 mutant enhanced its secretion levels ~129-fold in yeast with respect 
to parental type, while the thermostability mutant (2-1B variant) improved its thermostability by 8 
ºC. Surprisingly, R4 mutant also showed a higher oxidative stability, hence it was chosen as 
departure point to tailor resistance against H2O2. Within this approach, different in vivo and in 
vitro directed evolution tools were used to create mutagenic libraries including two new methods 
referred as MORPHING and DNApuzzle. MORPHING protocol was based on focusing specifically 
random mutagenesis and recombination over three regions involved in H2O2 inactivation. 
DNApuzzle was used as the last evolution step to select the best combination of mutations through 
the in vivo recombination of evolved sequence blocks. Finally, two variant (AT-AT and SIth) were 
obtained with 7 and 8 mutations each, which improved their half-lives from 3 min (parent) to 18 
and 35 min, respectively, in presence of 3,000 equivalents of H2O2. In addition, SIth mutant 
enhanced its thermostability around 6 ºC. The mutations found in this work were analyzed 
together with other resistant peroxidases highlighting possible mechanisms and pathways to 
improve oxidative stability.   
On the other hand, the thermostable mutant 2-1B showed an unusual high stability under 
alkaline pHs after evolution as result of a stabilizing mutational backbone which is composed by 
three mutations that help to avoid the structural calcium leakage under alkaline pH. Although 2-
1B variant was stable at alkaline pH, it did not show measurable activity beyond pH 5.0. 
Harnessing its alkaline stability, 2-1B mutant was subjected to new evolution rounds to achieve 
activity at neutral/alkaline pH. The final variant (BB-8) accumulated three mutations which 
conferred activity under neutral/alkaline pH with different low redox-potential substrates at the 
haem access channel, and the Mn2+ binding site. However, the catalytic Trp remained inactive at 
alkaline pH because of the strong dependency of its ionic state and redox potential at acid pH. The 
introduction of a single mutation in the surroundings of Mn2+ binding site, affected negatively the 
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catalytic properties in this site while allowing, for the first time, the direct oxidation of ABTS at 
alkaline pH in the Mn2+ binding pocket. In addition, it was observed a hyperactivation effect after 
incubating BB-8 variant at alkaline pH.  
Finally, the thermoestable variant 2-1B and a high-redox potential laccase (evolved for 
functional expression in S. cerevisiae, and later towards tolerance to human blood) were co-
expressed in S. cerevisiae with the aim of designing an initial prototype of white-rot yeast (WRY). 
The co-expression of both genes was carried out both in microplate and flask formats by using 
different construction based on bi-directional vectors under the control of distinct expression 
cassettes (GAL1/CYC1 and GAL10/ADH1). The main outcome from this work showed that is 
possible to co-express both ligninases in S. cerevisiae without significant interferences with cell 
metabolism. The co-expression of both enzymes decreased by 4- and 10-fold (depending of 
enzyme tested and culture format) comparing with their counterparts single expression cassettes. 
The best result in terms of co-expression was achieved with the construction GAL1/VP/CYC1-
GAL10/Laccase/ADH1 where activities towards ABTS as substrate of ~ 175 U/L (microplate) 
and 30 U/L (flask) were observed, for VP and laccase, respectively. This WRY prototype could 
be improved in the near future by including new ligninases along with an autonomous cellulolytic 
apparatus, which would allow the design of a synthetic microorganism capable of converting 
lignocellulosic materials into biofuels or added-value compounds. From a more basic point of 
view, this microorganism could be also useful as model of study to understand the complex 
mechanism of selective/simultaneous white-rotting fungi.  
p.3
Resumen 
El papel que desempeña la peroxidasa versátil (VP) en el proceso de despolimerización de la 
lignina ha despertado un gran interés biotecnológico para su aplicación en el pre-tratamiento de la 
biomasa lignocelulósica. Las VPs son hemoproteínas dependientes de H2O2 que presentan una alta 
promiscuidad de sustrato, pudiendo oxidar un amplio rango de compuestos fenólicos y no 
fenólicos de alto, medio y bajo potencial redox. La estructura de la VP se encuentra estabilizada 
por la presencia de dos calcios estructurales que mantienen la actividad de sus tres sitios 
catalíticos: un canal principal de acceso al grupo hemo, un sitio de oxidación de Mn2+ y un sitio de 
oxidación gobernado por un triptófano catalítico superficial. Estas características estructurales 
parecen haber sido adquiridas durante la evolución natural de la VP a partir de MnP (Manganeso 
peroxidasa) atípicas de origen Paleozoico.  
Con el fin de mejorar las propiedades de la VP para sus posibles aplicaciones en el contexto de 
las biorefinerías lignocelulósicas, la expresión funcional heteróloga de la VP en hospedadores 
apropiados de evolución dirigida es fundamental. En segundo lugar, entre las características que 
requieren una urgente revisión en la VP se encuentran su pobre estabilidad oxidativa frente a H2O2 
(un proceso común a todas las hemo-peroxidasas, que es dependiente del mecanismo de acción de 
la enzima) y su nula actividad y estabilidad a pH neutro/alcalino, como consecuencia del proceso 
de selección natural que han cursado para funcionar en ambientes ácidos durante la degradación 
de lignina.   
Haciendo uso de la evolución dirigida en la levadura Saccharomyces cerevisiae como 
hospedador heterólogo, se diseñó la VP de Pleurotus eryngii hacia expresión funcional, y 
seguidamente hacia termoestabilidad. El mutante R4 aumentó sus niveles de secreción en levadura 
~129 veces (22 mg/L) respecto al parental, mientras que el mutante de termoestabilidad (variante 
2-1B) incrementó su termoestabilidad en 8 ºC. Inesperadamente, R4 también mostró un aumento
en su estabilidad oxidativa, por lo que fue seleccionado como punto de partida para mejorar su
resistencia a H2O2. Para ello, se utilizaron diferentes herramientas in vivo e in vitro durante la
generación de las librerías mutagénicas, incluyendo dos nuevas técnicas llamas MORPHING y
DNApuzzle. El protocolo de MORPHING consistió en enfocar la carga mutagénica y los eventos de
recombinación, específicamente sobre tres regiones potencialmente implicadas en la inactivación
por peróxidos, mientras que el DNApuzzle se aplicó como último paso de evolución con la idea de
seleccionar la mejor combinación de mutaciones encontradas, mediante la recombinación de
bloques de secuencia evolucionados en diferentes estadios. Finalmente se obtuvieron dos
variantes (AT-AT y SIth) con 7 y 8 mutaciones cada una que mejoraron sus vidas medias de 3 min
(parental) hasta 18 y 35 min, respectivamente, en presencia de 3000 equivalentes de H2O2.
Además, el mutante SIth, también aumentó su termoestabilidad en 6 ºC. Las mutaciones
encontradas en este trabajo se analizaron junto con otras peroxidasas resistentes a peróxidos,
proponiendo posibles mecanismos y vías de estabilización oxidativa.
Por otro lado, el mutante de termoestabilidad 2-1B presentó una inusual elevada estabilidad 
frente a pHs alcalinos tras el proceso de evolución como consecuencia de un eje estabilizante 
constituido por tres mutaciones, que favorecieron la conservación de los calcios estructurales bajo 
pH alcalinos. A pesar de que 2-1B fue estable a pH alcalino, no mostró actividad detectable más 
allá de pH 5.0. Tomando ventaja de su estabilidad alcalina, 2-1B fue evolucionado hacia actividad 
a pH neutro/alcalino. El mutante resultante de dicha proceso (variante BB-8), acumuló tres 
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mutaciones que le dotaron de actividad a pHs neutros/alcalinos frente a diferentes sustratos de 
bajo potencial redox, tanto en el canal del hemo como en el sitio del Mn2+, mientras que el Trp 
catalítico fue inactivo a pH alcalino debido a que su funcionamiento es dependiente de su estado 
de ionización y potencial redox a pH ácidos. La incorporación de una mutación en las 
proximidades del sitio de unión de Mn2+, afectó negativamente las propiedades catalíticas de este 
sitio, efecto que se vio compensado por la capacidad de oxidar ABTS a pH alcalino en dicho 
centro catalítico de manera directa, lo cual nunca antes había sido reportado en la VP. Además, 
también se detectó un fenómeno de hiperactivación enzimática tras la incubación de BB-8 a pH 
alcalino. 
Por último, el mutante termoestable 2-1B y una lacasa de alto potencial redox previamente 
evolucionada (primero hacia expresión funcional en S. cerevisiae, y más tarde hacia tolerancia a 
sangre humana), fueron co-expresados en S. cerevisiae con la intención de crear un prototipo 
inicial de levadura de podredumbre blanca (WRY). La co-expresión de ambos genes se llevó a 
cabo en formato de microplaca y matraz, mediante el uso de construcciones basadas en vectores 
bi-direccionales controlados por diferentes cassettes de expresión (GAL1/CYC1 y 
GAL10/ADH1). Los resultados de este trabajo mostraron la posibilidad de co-expresar ambos 
genes en S. cerevisiae sin interferir significativamente el metabolismo de la célula. Se comprobó 
que la co-expresión de ambas enzimas en levadura se ve disminuida entre 4 y 10 veces 
(dependiendo de la enzima y el formato de cultivo) frente a la expresión individual de cada una de 
ellas. En cualquier caso, los niveles de co-expresión más altos y equitativos, para VP y lacasa, se 
obtuvieron con la construcción GAL1/VP/CYC1-GAL10/Lacasa/ADH1, donde las actividades 
reportadas fueron ~ 175 U/L (microplaca) y 30 U/L (matraz) para la VP y la lacasa, 
respectivamente. Este prototipo de WRY podría ser mejorado en un futuro próximo incorporando 
un aparato ligninolítico más elaborado que, junto con un aparato celulolítico, permitiese abordar el 
diseño de un organismo sintético capaz de transformar el material lignocelulósico en 
biocombustibles o compuestos químicos de alto valor añadido. Desde una perspectiva 
fundamental, podría servir además de modelo de estudio aplicado a hongos de podredumbre 







Introducción y objetivos 
 
La peroxidasa versátil es una oxidorreductasa ligninolítica con 
numerosas aplicaciones potenciales en diferentes sectores 
biotecnológicos. En este capítulo se revisa su origen y función 
biológica, así como sus principales ventajas y limitaciones. Además 
se describe el papel fundamental de la levadura Saccharomyces 
cerevisiae como hospedador heterólogo en experimentos de 
evolución dirigida. Finalmente se comenta el interés biotecnológico 
que suscita el diseño de una levadura sintética de podredumbre 
blanca como base para el estudio del aprovechamiento de la 
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1. La biorefinería como un modelo de sostenibilidad energética 
 
1.1. Concepto de biorefinería 
El uso globalizado de energías basadas en combustibles fósiles ha provocado a largo 
plazo un aumento progresivo de las concentraciones atmosféricas de gases con efecto 
invernadero (GHG, greenhouse gases), entre los que se encuentran fundamentalmente el 
CO2, NO2, y CH4. 
La acumulación de los GHG en la atmósfera produce un efecto pantalla frente al calor 
generado por la radiación infrarroja solar, provocando que la temperatura global del planeta 
sufra un incremento considerable. Este fenómeno se conoce como efecto invernadero, y 
entre otras consecuencias, puede derivar en la fusión gradual de los polos, el aumento del 
nivel del mar, y desastres como inundaciones o anegaciones de tierras de cultivo.  
Con una concentración atmosférica próxima a las 400 ppm, se estima que el CO2 es el 
principal agente responsable del efecto invernadero en la Tierra (Solomon et al., 2009, 
Figura 1A). Se ha determinado que de las emisiones de CO2 de origen antropogénico, 
alrededor del 25% son asimiladas por los mares en forma de H2CO3, lo que genera su 
acidificación y consiguiente reducción de la biodisponibilidad de carbonato en dicho 
ecosistema. Ambos factores afectan negativamente a los arrecifes de coral y a la 
biodiversidad marina del entorno (Hoegh-Guldberg et al., 2007, Figura 1B).  
Asimismo, tanto la lluvia ácida como la desaparición de la capa de ozono son 
importantes fenómenos derivados del impacto de los GHG en la atmósfera (Dincer and 
Ronsen, 1998). La lluvia ácida sucede como resultado del exceso de emisiones industriales 
de SO2 y NOx. Ambos gases ascienden hasta la troposfera, donde sufren un proceso de 
oxidación fotoquímica, acumulándose en forma de nubes que posteriormente dan lugar a 
precipitaciones que acidifican lagos y aguas freáticas para el consumo humano. Por otro 
lado, el papel protector de la capa de ozono en la Tierra es muy importante, ya que actúa 
como un filtro frente a la radiación ultravioleta solar. Una disminución considerable de esta 
capa daría acceso directo a la radiación ultravioleta aumentando el riesgo de padecer cáncer 
de piel y daño ocular, entre otras afecciones (Dincer and Ronsen, 1998; Rowland, 2006). En 
este sentido, la destrucción de la capa de ozono se produce por el efecto de las emisiones de 
NOx y compuestos clorofluorocarbonados (o CFCs). La formación de la capa de ozono tiene 
lugar a partir de átomos de oxígeno que reaccionan entre sí en presencia de radiación solar 
ultravioleta generando O3. Sin embargo, tanto el NOx como los CFCs son capaces de 
reaccionar con el O3 ya formado, produciendo O2, óxidos de cloro y nitrógeno que 
descomponen la capa.  
En conclusión, se puede decir acertadamente que el efecto perjudicial que generan las 
emisiones de los combustibles fósiles ha generado una necesidad urgente de implantar 
nuevas tecnologías que sean más limpias y respetuosas con el medio ambiente, como por 
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Figura 1. Incidencia de las emisiones de CO2 sobre el cambio climático y los mares. 
(A) Diferencia de temperatura en ºC (como anomalía de temperatura) registrada en 2016 con respecto al 
período comprendido entre los años 1950-2000 (imagen obtenida a través de la página web: 
http://data.giss.nasa.gov/gistemp/maps/). (B) Simulación del efecto de la concentración de CO2 en diferentes 
escenarios de barreras de coral (CRS). CRS-1, barrera de coral en Heron island. CRS-2, barrera de coral en 
Bees island. CRS-3, barrera de coral en Low isles. Las imágenes corresponden a la gran barrera de coral 
australiana. Los números indican la concentración de CO2 atmosférico en ppm y el incremento de temperatura 
en ºC respecto al valor normal (Hoegh-Guldberg et al., 2007). 
 
En este contexto, la Unión Europea ha lanzado un programa energético denominado 
“2050 Energy strategy” (https://ec.europa.eu/energy/en/topics/energy-strategy/2050-energy-
strategy) cuya finalidad es disminuir las emisiones de GHG. Como objetivo a largo plazo, se 
pretenden reducir los valores de emisión de estos gases entre el 80-95% a efectos del año 
2050 con respecto a los valores obtenidos en el año 1990. Dicha reducción se plantea llevar a 
cabo mediante el uso de energías renovables más eficientes, limpias y sostenibles con el 
medio ambiente. Recientemente, el Departamento de Energía de los Estados Unidos (DOE) 
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hasta 90 millones de dólares) a proyectos enfocados hacia el diseño, construcción y 
aplicación de biorefinerías integradas.  
Las biorefinerías integradas operan de un modo similar a las clásicas refinerías 
petrolíferas. Sin embargo, las primeras emplean como materia prima la biomasa 
lignocelulósica para la obtención de biocombustibles y productos químicos derivados, a 
través del aprovechamiento integral de cada uno de los constituyentes básicos del material 
lignocelulósico.  
Debido a su alto contenido en polisacáridos, la mayor parte de la biomasa lignocelulósica 
se destina a la producción de bioetanol de segunda generación (i.e. a partir de residuos 
agrícolas o de otros orígenes), mientras que el contenido remanente de lignina y parte de la 
hemicelulosa se emplean en la producción de productos químicos con valor añadido (p. ej. 
adhesivos y surfactantes) que aseguran la sostenibilidad económica de la factoría, 
permitiendo ajustar los costes de producción (Azapagic, 2014; Cherubini, 2010; Liao et al., 
2016; Upton and Kasko, 2016). La lignina remanente del proceso puede ser también 
incinerada para generar calor y/o energía con el fin de autoabastecer a la biorefinería 
integral.  
Se ha estimado que el balance entre el carbono fijado en la biomasa lignocelulósica, y el 
liberado durante la producción de biocombustibles y compuestos químicos en la biorefinería, 
es próximo a cero (i.e. idealmente el CO2 liberado por la biorefinería será fijado nuevamente 
por las plantas mediante la fotosíntesis) (Martínez et al., 2009a). De este modo se establece 
un proceso cíclico e iterativo proporcionando un modelo ecológico y sostenible que 
contribuye a reducir las emisiones antropogénicas de CO2 (Figura 2). 
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1.2. Aprovechamiento y estructura de la biomasa lignocelulósica 
 
1.2.1. Aprovechamiento de la biomasa lignocelulósica 
Una biorefinería integral funciona a través de cuatro etapas fundamentales. La primera de 
ellas es la recogida y almacenaje de la biomasa vegetal, la cual puede proceder de fuentes 
muy diversas como, por ejemplo, residuos forestales o aquellos generados en el entorno 
urbano (Tabla 1).  
 











Tabla adaptada de Limayem and Ricke, 2012. 
El segundo paso consiste en el pre-tratamiento de la biomasa con el fin de retirar la 
lignina y facilitar el acceso a los polisacáridos para continuar con la siguiente etapa. 
Dependiendo de la naturaleza del material lignocelulósico, este proceso puede requerir un 
pre-tratamiento mecánico, químico, físico o bien una combinación de todos ellos (Jonsson 
and Martin, 2016; Tablas 1 y 2). 
 













Las cantidades están expresadas como porcentaje de biomasa en peso seco. Tabla adaptada de Limayem and 
Ricke, 2012. 
 
En este punto, se puede abordar además la extracción de compuestos de alto valor 
añadido presentes en la biomasa de manera natural como fragancias, flavorizantes y 
compuestos nutracéuticos. 
El tercer paso comienza con el proceso de sacarificación de la biomasa utilizando 
enzimas capaces de hidrolizar los polisacáridos en sus subunidades monoméricas (glucosa, 
galactosa, fructosa, xilano, etc.). A partir de éstas, se lleva a cabo el proceso de fermentación 
microbiana hacía la producción de biocombustibles como el biobutanol y el bioetanol, 
Biomasa lignocelulósica 
Millones de toneladas 
(peso seco / año) 
Residuos agrícolas 428 
Residuos forestales 370 
Residuos de cultivos destinados a energía 377 
Residuos procedentes de cereales y maíz   87 
Residuos municipales e industriales   58 
Otros (p. ej. cultivos oleaginosos)   48 
Total 1.368 





Cenizas y otros 
(%) 
Residuos agrícolas 37-50 25-50 5-15 12-16 
Angiospermas 45-47 25-40 20-25 0,8 
Gimnospermas 40-45 25-29 30-60 0,5 
Gramíneas 25-40 35-50 - - 
Residuos del 
blanqueo de papel 50-70 12-20 6-10 - 
Periódicos 40-55 25-40 18-30 - 
Panicum virgatum 
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siendo este último una molécula central del metabolismo fermentativo para su 
biotransformación hacia otros productos de interés como glicerol o sorbitol (estos dos 
alcoholes se han clasificado por el DOE dentro de los 12 productos químicos con mayor 
interés industrial derivados de la biomasa vegetal). Otros productos químicos de alto valor 
añadido que se pueden extraer en esta última etapa son, por ejemplo, el hidroximetilfurfural 
o los ácidos levulínico, succínico y fumárico, los cuales se obtienen a partir del metabolismo 
de microorganismos específicos o bien empleando cócteles enzimáticos (Ragauskas et al., 
2014).  
1.2.2. Estructura de la lignocelulosa 
Con una producción anual estimada en más de 1.000 millones de toneladas métricas, y 
una representación cercana al 70% frente a la biomasa vegetal de la Tierra, la lignocelulosa 
es la materia prima más abundante de la esfera terrestre (Moreno et al., 2015; Octave and 
Thomas, 2009). La lignocelulosa está formada por tres componentes principales: celulosa 
(35-50%), hemicelulosa (25-40%) y lignina (10-25%). Aunque en menor proporción, 
también se encuentran otros elementos incluyendo cenizas, pectinas, proteínas y otros 
compuestos extraíbles de naturaleza tanto orgánica como inorgánica (He et al., 2014; 
Limayem and Ricke, 2012; Quiroz-Castañeda and Folch-Mallol, 2010; Xiao and Anderson, 
2013, Figura 3).  
La celulosa es el polisacárido más abundante de la Tierra y el principal componente de 
las paredes celulares vegetales. Su estructura primaria se encuentra formando cadenas 
lineales de β-D-glucopiranosa unidas entre sí mediante enlaces glucosídicos β-1,4. La 
longitud de sus cadenas puede variar presentando un grado de polimerización que oscila 
entre 2.000 a 25.000 unidades de β-D-glucopiranosa (Delmer and Amor, 1995). Las cadenas 
lineales de celulosa interaccionan consigo mismas y con otras cadenas adyacentes mediante 
puentes de hidrógeno e interacciones de Van der Waals, formando microfibras de celulosa 
que a su vez se agrupan para compactarse en forma de paquetes de fibras. Aunque la mayor 
parte de este polímero se dispone formando una estructura cristalina ordenada, también 
presenta en menor proporción regiones amorfas que son más susceptibles a la degradación 
enzimática (Beguin, 1994; Pérez et al., 2002). En las plantas, la celulosa se encuentra 
asociada con la hemicelulosa y lignina constituyendo una pared vegetal robusta que 
proporciona sustento y rigidez (Figura 3). 
A diferencia de la celulosa, la hemicelulosa es un heteropolísacarido que presenta un 
mayor grado de complejidad estructural, ya que contiene numerosas ramificaciones y 
modificaciones (p. ej. O-acetilaciones). Estas últimas pueden encontrarse distribuidas a lo 
largo de la cadena principal así como en las ramificaciones. Dependiendo del tipo de 
hemicelulosa, su cadena principal puede estar compuesta principalmente de pentosas (D-
xilosa), y/o hexosas (D-glucosa, D-manosa). Al igual que en la celulosa, las unidades que 
componen dicha cadena se encuentran unidas mediante enlaces β-1,4-glucosídicos. Por otra 
parte, las moléculas que forman las ramificaciones de la hemicelulosa suelen ser L-
arabinosa, L-fructosa, D-galactosa, ácido 4-O-metilglucurónico, ácido D-galacturónico, 
ácido D-glucurónico y ácido ferúlico, entre otros. Para facilitar la clasificación de las 
diferentes hemicelulosas, éstas se han agrupado en cinco subtipos diferentes: xiloglucanos 
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(cadena principal formada por D-glucosa con ramificaciones de D-xilosa), glucuronoxilano 
(cadena principal formada de D-xilosa con ramificaciones de ácido glucurónico), 
glucuronoarabinoxilano (cadena principal formada de D-xilosa con ramificaciones de tipo 
ácido glucurónico y L-arabinosa), galactomanano (cadena principal compuesta de D-manosa 
con ramificaciones de D-galactosa) y galactoglucomanano (cadena principal formada de D-
manosa y D-glucosa dispuestas de manera alterna con ramificaciones de ácido 
galacturónico). De manera excepcional, se ha descrito que la cadena lineal de la 
hemicelulosa también puede encontrarse unida mediante enlaces β-1,3 y β-1,4-glucosídicos 
alternados, como es el caso de plantas dentro del orden Poales (Quiroz-Castañeda and Folch-
Mallol, 2010; Scheller and Ulvskov, 2010).  
Figura 3. Composición de la biomasa lignocelulósica. 
El tercer componente de la lignocelulosa, la lignina, es un polímero aromático complejo 
que se encuentra localizado principalmente en la pared vegetal primaria, entre la lámina 
media y la membrana plasmática (Figura 3). Tras la celulosa, la lignina es el compuesto más 
abundante en la biomasa terrestre, y su función biológica consiste en recubrir la celulosa y 
hemicelulosa creando una barrera biológica protectora frente al ataque microbiano, al tiempo 
que actúa a modo de cemento molecular imbricándose entre las fibras y aportando solidez. 
En torno al 20% del CO2 fijado mediante el proceso de fotosíntesis se deposita en forma de 
lignina, lo cual supone un alto contenido en carbono aprovechable en la biomasa (Ruiz-
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deshidrogenativa al azar de tres precursores fenólicos conocidos como alcoholes p-
hidroxicinamílicos (p-coumarílico, sinapílico y coniferílico), los cuales son sintetizados a 
través de la ruta del ácido siquímico (Vanholme et al., 2010). Cada uno de estos 
monolignones, tras su oxidación, da lugar a los correspondientes radicales fenoxilo que 
reaccionan entre sí a través de procesos de acoplamiento molecular formando las unidades 
fenilpropanoides constitutivas de la lignina, y que se clasifican en tres grupos: unidades H 
(p-hidroxifenilo; derivado del alcohol p-coumarílico), unidades G (guayacilo; derivado del 
alcohol coniferílico) y unidades S (siringilo; derivado del alcohol sinapílico). La presencia y 
distribución de estas unidades definen el tipo de lignina que compone el tejido vegetal 
(Martínez et al., 2005; 2008; Ralph et al., 2004; Ruiz-Dueñas and Martínez, 2009a). En la 
estructura de la lignina, alrededor de un 90% de los enlaces intermoleculares que la 
componen son de tipo no fenólico, predominando las uniones β-O-4 (Camarero et al., 1994). 
Sin embargo, también se distribuyen en menor porcentaje enlaces de tipo β-5-fenilcumaran, 
β,β’-pinoresinol, 4-O-5-difeniléter y β-1-difenil-metano (Munk et al., 2015; Xu et al., 2014, 
Figura 4).  
Figura 4. Estructura de un modelo de lignina con sus unidades fenilpropanoides y los enlaces principales.  
La estructura representada en la parte inferior derecha muestra los tres monolignones de lignina. 
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El contenido y composición en lignina del tejido vegetal presenta variaciones 
dependiendo del tipo de planta y su estado de desarrollo. En el caso de las gimnospermas la 
lignina se encuentra representada en mayor proporción que en angiospermas con una elevada 
predominancia en unidades G frente a unidades H (ca. 90%). En cambio, la lignina en 
angiospermas posee una proporción de unidades G y S que se distribuyen de manera más 
equitativa (ca. 50%). A diferencia de éstas, en herbáceas las tres unidades (H, G y S) se 
pueden encontrar en muy diferentes proporciones (Munk et al., 2015; Novaes et al., 2010; 
Zakzeski et al., 2010). Particularmente, la relación S/G resulta muy útil a la hora de 
clasificar el tipo de material lignocelulósico que se va a tratar en la biorefinería, ya que 
puede dar una idea de la dificultad de degradación que va a requerir ese material en cuestión. 
Por ejemplo, relaciones mayores de 1 expresan altos contenidos en unidades S, lo cual es 
indicativo de una mayor susceptibilidad a la degradación. 
La despolimerización de lignina es un proceso complejo debido a su elevada naturaleza 
recalcitrante. Es por ello, que se han desarrollado herramientas de bioingeniería de plantas 
para facilitar dicha transformación. Entre las técnicas más tradicionales utilizadas se 
encuentran: la represión de genes implicados en la biosíntesis de lignina, la búsqueda e 
identificación de polimorfismos que modifiquen el patrón de lignina desarrollado, y la 
ingeniería de RNA de interferencia que silencien genes específicos. Sin embargo, estas 
estrategias afectan a nivel general la estructura de la planta con la consiguiente pérdida de 
rigidez y protección frente a patógenos, llegando a provocar en algunos casos interferencias 
metabólicas. Las nuevas tecnologías en estado de desarrollo incluyen el uso de promotores 
específicos de tejido mediante editado del genoma vegetal, de manera que se pueda controlar 
la expresión de los transgenes implicados en la biosíntesis de lignina, dependiendo del estado 
de desarrollo de la planta. Además, se están intentando reemplazar los monolignones 
tradicionales por otros como, por ejemplo, el coniferil ferulato, la clovamida o ácido 
rosmarínico que faciliten una mayor degradación de la lignina y/o limiten la longitud de sus 
cadenas (Eudes et al., 2014).  
Sin lugar a dudas, para un buen aprovechamiento de la biomasa vegetal, la combinación 
de la bioingeniería de lignina con otras aproximaciones surgidas del auge de la biología 
sintética, la ingeniería de proteínas y la ingeniería metabólica, pueden contribuir a crear un 
modelo eficiente de degradación apoyado por herramientas de pre-tratamiento mecánico y/o 
físico-químico del material lignocelulósico.  
Aunque se han dedicado muchos esfuerzos para facilitar el trabajo en las biorefinerías 
integrales, éstas han de recorrer todavía un largo camino hasta que puedan reemplazar a las 
tradicionales refinerías petrolíferas y se instauren como modelo económico sostenible. 
Dejando a un lado los problemas mecánicos inherentes a la materia prima vegetal (que 
incluye numerosos residuos y arenas que obstruyen las tuberías de la biorefinería, 
encareciendo y limitando el proceso), el principal obstáculo deriva de una ineficaz 
despolimerización de lignina. Dentro de las alternativas en estudio más pioneras se incluyen 
aquellos microorganismos capaces de mineralizar la lignina hasta CO2, y el empleo de 
consorcios enzimáticos ligninolíticos (secretomas). En las siguientes secciones, se pasara a 
comentar los organismos implicados en el proceso de degradación de lignina, así como sus 
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2. Organismos implicados en la degradación de lignina 
Actualmente, existe una batería de pre-tratamientos mecánicos, físicos y químicos con 
los que se puede procesar la biomasa vegetal antes de ser sometida al tratamiento enzimático 
con celulasas, y finalmente al proceso fermentativo con diversos microorganismos. Sin 
embargo, en la mayoría de los casos suelen ser procesos muy costosos energéticamente, 
poco respetuosos con el medio ambiente y que generan subproductos que inhiben las rutas 
fermentativas (Jonsson and Martin, 2016). Como alternativa, se pueden aprovechar 
determinados sistemas biológicos, que han evolucionado de manera natural durante millones 
de años, y que se han especializado para desempeñar un papel fundamental en el reciclado 
del carbono en la biosfera. Se ha estimado que el contenido en lignina de las plantas 
comenzó a decrecer de manera abrupta con la aparición de los primeros hongos 
degradadores de lignina ya en el período del Carbonífero (hace unos 320 millones de años) 
(Floudas et al., 2012). El contenido en lignina descendió desde mitad del Paleozoico (hace 
350-250 millones de años), donde la lignina representaba en torno al 30-50% del peso total 
de la planta, hasta un 30% en el Mesozoico (hace 250-65 millones de años). En la actualidad, 
se ha determinado que el contenido medio en lignina de las plantas modernas ha disminuido 
hasta un 20% frente al peso total de la planta (Novaes et al., 2010).  
Los hongos capaces de despolimerizar la lignina sustancialmente en la naturaleza 
pertenecen a la división Basidiomycota, aunque también hay hongos de la división 
Ascomycota y bacterias capaces de modificar la lignina en un grado muy inferior (Abdel-
Hamid et al., 2013; Regalado et al., 1997; Shary et al., 2007). Dentro de los basidiomicetes, 
se pueden distinguir dos tipos de hongos según sus estrategias de degradación: los hongos de 
la podredumbre blanca y los hongos de la podredumbre parda. Los primeros secretan un 
conjunto de enzimas que tienen actividades inespecíficas capaces de descomponer la matriz 
de la lignina hasta CO2 y agua, dando acceso a la celulosa y hemicelulosa. A diferencia de 
estos, los hongos de la podredumbre parda pueden modificar la lignina en un menor grado, 
pero suficiente como para poder acceder a los polisacáridos contenidos en la madera y 
utilizarlos como fuente de carbono. Evolutivamente, se ha descrito que los hongos de la 
podredumbre parda proceden de hongos de la podredumbre blanca simultáneos ancestrales 
que perdieron posteriormente sus actividades enzimáticas destinadas a la degradación 
específica de lignina. Este fenómeno ocurrió como un medio para reducir excesivo consumo 
energético asociado a la expresión de la gran batería de enzimas ligninolíticas, para centrarse 
en aquellas enzimas implicadas en la utilización de los polisacáridos (Eastwood et al., 2011).  
 
En la naturaleza, se pueden distinguir estos dos tipos de hongos porque mientras que los 
de la podredumbre blanca degradan la lignina dejando expuesta la celulosa no consumida 
con un característico color blanquecino en la madera, los hongos de la podredumbre parda 
dejan en la madera un depósito residual de lignina modificada que presenta color marrón o 




















Figura 5. Patrones de degradación de lignina de hongos de la podredumbre blanca y parda.  
(A) y (B) muestran los depósitos que presenta la madera tras la actividad de hongos de podredumbre blanca (A) 
y parda (B). En (C) y (D) se muestran imágenes obtenidas con microscopia electrónica de barrido de diferentes 
materiales lignocelulósicos después de su tratamiento con Botryobasidium botryosum (C) y Jaapia argillacea 
(D), ambos hongos de podredumbre blanca. Se puede observar la degradación de lignina, celulosa y 
hemicelulosa en varias zonas del tejido vegetal. (Imágenes procedentes del Joint Genome Institute).  
De manera general, los hongos de la podredumbre blanca se suelen encontrar 
colonizando especies de angiospermas donde el contenido en lignina es en torno al 20% 
(Couturier et al., 2015, Tabla 2), mientras que los hongos de la podredumbre parda 
colonizan especies de gimnospermas, donde el contenido en lignina es mayor (30-60%) y su 
estructura presenta una alta cantidad de unidades G (Ferrer et al., 2008; Martínez et al., 
2005; Schmidt, 2006). 
Según la base de datos MycoCosm-The Fungal Genomics Resource 
(http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) desarrollada por el Joint Genome 
Institute (JGI, USA), actualmente hay secuenciados 622 genomas de hongos de los cuales 
215 pertenecen a basidiomicetes. Dichas secuencias proporcionan una enorme fuente de 
actividades ligninolíticas de gran interés con aplicación potencial dentro del campo de las 
biorefinerías.  
2.1. Mecanismos de los hongos de la podredumbre parda 
Las vías de despolimerización de lignina en los hongos de la podredumbre parda han sido 
ampliamente estudiadas en los organismos modelo Gloephyllum trabeum y Postia placenta 
(Daniel et al., 2007; Jensen et al., 2001; Martínez et al., 2009b; Vanden Wymelenberg et al., 
2011). Sin embargo, el mecanismo específico de degradación por el cual se rigen este tipo de 
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consenso acerca del papel relevante que desempeña la reacción de Fenton (Fe2+ + H2O2 → 
Fe3+ + OH‒ + OH•) durante el proceso de degradación mediado por radicales hidroxilo. Así, 
la reacción de Fenton se ha consolidado como el mecanismo subyacente a la 
despolimerización de lignina en hongos de podredumbre parda tanto para estadios tempranos 
como avanzados (Arantes et al., 2012, Figura 6A). En efecto, se considera que la 
procedencia de los reactantes de Fenton (Fe2+ y H2O2) determina el mecanismo principal de 
degradación de la lignina. En este sentido, la mayoría de las rutas descritas tienen como 
denominador común la obtención de Fe2+ a partir de la reducción de depósitos naturales de 
Fe3+. Además, se conoce que la solubilización del Fe3+ tiene lugar a través de su quelación 
con ácidos procedentes del metabolismo del hongo como el oxálico o el malónico. El 
gradiente de pH creado por la concentración de ácido oxálico (junto con la actividad 
tamponante de oxalato descarboxilasas) y la formación del complejo Fe3+-oxalato evita la 
reducción del Fe3+ en las proximidades de la hifa del hongo protegiéndolo del daño oxidativo 
generado por la reacción de Fenton (Hyde and Wood, 1997; Varela and Tien, 2003). En 
cuanto a la producción de H2O2, se han descrito tres posibles vías diferentes incluyendo: (i) 
la actividad biológica de celobiosa deshidrogenasas (CDH), (ii) la actividad de metanol 
oxidasas (MOX) y, (iii) la vía no enzimática mediada por queladores/reductores de hierro o 
quinonas que son más fácilmente difusibles (Arantes et al., 2012; Cameron and Aust, 1999; 
Zhu et al., 2016). 
2.2. Mecanismos de los hongos de la podredumbre blanca 
Los hongos de la podredumbre blanca se dividen a su vez en dos categorías dependientes 
de las actividades codificantes en su genoma. Aquellos que son capaces de degradar la 
lignina selectivamente, pero no pueden utilizar los polisacáridos (celulosa y hemicelulosa) 
como fuente de carbono y energía, se denominan degradadores selectivos. Representantes de 
este tipo de hongos son Pleurotus eryngii y Ceriporiopsis subvermispora (Fernández-Fueyo 
et al., 2012; Martínez et al., 1994). Si la maquinaria presente en el hongo permite degradar la 
lignina al tiempo que hidrolizar los polisacáridos, se denominan degradadores simultáneos. 
Ejemplo de ello son Phanerochaete chrysosporium y Trametes versicolor (Goodell et al., 
2008; Martínez et al., 2005; Tanaka et al., 1999). Como ya se ha descrito anteriormente en el 
apartado 1.2.2, la estructura de la lignina no tiene un patrón específico de formación y 
presenta una diversidad de enlaces que hace aún más difícil su despolimerización. Como 
mecanismo de respuesta a dicha complejidad estructural, los hongos de podredumbre blanca 
han desarrollado un consorcio extracelular multienzimático constituido por diversas 
oxidorreductasas altamente inespecíficas y por norma general, con elevado potencial redox. 
Este secretoma ligninolítico se complementa con diversos metabolitos difusibles que 
contribuyen al proceso de mineralización de la lignina (Kirk and Farrell, 1987, Martinez et 
al., 2005; Ruiz-Dueñas and Martínez, 2009a). Entre las principales oxidorreductasas 
ligninolíticas (también conocidas como ligninasas) implicadas en la combustión enzimática 
de la lignina podemos encontrar lacasas, peroxidasas, peroxigenasas inespecíficas, 
peroxidasas decolorantes de tintes y enzimas auxiliares (estas últimas suministran H2O2 tanto 
a las peroxidasas/peroxigenasas como a la reacción de Fenton) (Abdel-Hamid et al., 2013; 
Liers et al., 2011; Wong, 2009, Figura 6B). En lo referente a los metabolitos difusibles, su 
función biológica es de gran importancia ya que solventan las limitaciones estéricas que 
encuentran las enzimas debido a la compleja estructura del entramado lignocelulósico. 
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Dichos metabolitos actúan como transportadores (mediadores redox) difusibles, que tras ser 
oxidados por la ligninasa, pueden difundir en su forma radicalaria a través de la estructura 
interna de la lignina favoreciendo la despolimerización interna. Los mediadores redox 
pueden proceder de diferentes fuentes como, por ejemplo, el entorno donde se encuentra la 
hifa del hongo (depósitos de Mn2+ en la madera), del propio metabolismo fúngico (alcohol 
veratrílico), o bien de subproductos derivados de la degradación temprana de lignina 
(siringaldehído, vanillina, acetosiringona, etc). (Camarero et al., 1996; Cañas and Camarero, 
2010; Goodwin et al., 1995; Harvey et al., 1986). La actuación coordinada de las ligninasas 
y los mediadores redox genera una población de radicales aromáticos que desencadenan una 
cascada de reacciones de tipo no enzimático, que son responsables de la ruptura de 
numerosos enlaces de la lignina, como los enlaces β-O-4, las uniones Cα-Cβ (reacciones que 
liberan mediadores redox), además de promover desmetoxilaciones de unidades G y S 
(Martínez et al., 2005, Figura 6). Asimismo, se han descrito péptidos de bajo peso 
molecular (desde 1,5 kDa hasta 12 kDa) capaces de generar radicales hidroxilo mediante 
reacciones acopladas de reducción/oxidación, siendo una vía complementaria de degradación 
de lignina a la acción de las ligninasas y los mediadores difusibles (Dashtban et al., 2010). 
Figura 6. Mecanismos de degradación de lignina de hongos de la podredumbre parda y blanca. 
En (A) y (B) se muestran los mecanismos de degradación de lignina de los hongos de la podredumbre parda y 
blanca, respectivamente. También se incluyen las actividades de las enzimas y/o metabolitos implicados en el 
proceso. Las rutas de regeneración se indican con línea punteada gris. Las flechas negras indican la dirección de 
la reacción. AAO: aril-alcohol oxidasa, CDH: celobiosa deshidrogenasa, Lac: lacasa, LiP: lignina peroxidasa, 
MnP: manganeso peroxidasa, MOX: metanol oxidasa, ODC: oxalato descarboxilasa, p-Aa: alcohol p-anisílico, 
PODs: peroxidasas ligninolíticas, QR: quinona reductasa, VA: alcohol veratrílico y VP: peroxidasa versátil. 
A continuación se describen brevemente las características de las principales 
oxidorreductasas que componen el consorcio ligninolítico de los hongos de la podredumbre 
blanca: 
Las lacasas fúngicas (EC 1.10.3.2) pertenecen al grupo de las oxidasas multicobre y se 
caracterizan por presentar en su centro activo cuatro átomos de cobre agrupados en un cobre 
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de tipo T1, y un cluster trinuclear T2/T3 (Matera et al., 2008). Estas enzimas pueden oxidar 
un amplio espectro de compuestos incluyendo fenoles, polifenoles, anilinas y benzotioles 
dando lugar a la reducción del oxígeno molecular para formar agua como único subproducto 
(Baldrian, 2006; Cañas and Camarero, 2010; Xu, 1996). Debido a su limitado potencial 
redox (0,5-0,8V), las lacasas necesitan de mediadores para que actúen como intermediarios 
de la reacción difundiendo y aumentando dicho potencial mediante los conocidos sistemas 
lacasa-mediador (Cañas and Camarero, 2010; Morozova et al., 2007). En presencia de 
mediadores, las lacasas pueden llevar a cabo la despolimerización de lignina a través de la 
ruptura de enlaces entre subunidades no fenólicas que presentan un alto potencial redox 
(~1,5 V). Sin embargo, en ausencia de mediador sólo pueden limitarse a oxidar subunidades 
fenólicas de lignina ya que muestran menor potencial redox (0,5-1,0 V; Munk et al., 2015). 
Las peroxidasas ligninolíticas (EC 1.11.1.x), a diferencia de las lacasas, son 
hemoproteínas dependientes de H2O2 y tienen un potencial redox que varía desde 0,9 hasta 
1,5 V. Según su espectro de oxidación se pueden clasificar en cuatro grupos diferenciados: 
lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), peroxidasa versátil (VP) y 
peroxidasas genéricas (GP) (Floudas et al., 2012; Kellner et al., 2014). La LiP es capaz de 
oxidar compuestos no fenólicos presentes en la estructura de la lignina además de un amplio 
rango de compuestos fenólicos en presencia de alcohol veratrílico (Harvey and Palmer, 
1990; Koduri and Tien, 1995; Wong, 2009). La localización estratégica de un triptófano 
catalítico en la superficie de la LiP, la permite modificar la lignina directamente aunque 
también puede usar el alcohol veratrílico como mediador redox -de corto recorrido- para este 
fin (Floudas et al., 2012; Hammel and Moen, 1991). La MnP, a diferencia de la LiP, posee 
un canal lateral que permite la oxidación de Mn2+ a Mn3+, el cual es quelado mediante ácidos 
orgánicos secretados por el propio hongo con lo que finalmente puede difundir penetrando 
en el entramado molecular de la lignina más fácilmente. Al formarse el complejo quelado el 
potencial redox natural del Mn3+ (0,7-0,9V) decae, y esto hace que solo pueda oxidar 
subunidades no fenólicas de lignina (Hofrichter, 2002; Nousiainen et al., 2014). Sin 
embargo, dicho complejo es capaz de oxidar también subunidades fenólicas de lignina a 
través de un segundo mediador redox (como ácidos orgánicos o ácidos grasos 
poliinsaturados) generado por peroxidación de lípidos, radicales de ácido acético, radicales 
superóxido y radicales de formato (Bao et al., 1994; Dashtban et al., 2010; Hofrichter et al., 
1998). Las peroxidasas genéricas por su parte, se caracterizan por tener un canal de acceso al 
hemo y bajo potencial redox ~0,9 V. Estas características sólo las permiten oxidar ciertos 
fenoles y dímeros de lignina que sean accesibles por el canal de acceso al grupo hemo 
(Floudas et al., 2012). Finalmente, las VPs comparten las características estructurales de la 
LiP, MnP y GPs (Camarero et al., 1999; Floudas et al., 2012; Ruiz-Dueñas et al., 2009b). 
Esto significa que son capaces de oxidar Mn2+ como hace la MnP, alcohol veratrílico como 
la LiP y fenoles como las GPs. Además de oxidar subunidades fenólicas y no fenólicas de 
lignina, las VPs también pueden actuar sobre otros sustratos como tintes de alto potencial 
redox (p. ej. el Reactive black 5, RB5) que no son oxidados por la MnP ni la LiP en ausencia 
de mediadores. La VP se ha descrito principalmente en los géneros de hongos degradadores 
selectivos como Bjerkandera spp. y Pleurotus spp., pero no en degradadores simultáneos 
como P. chrysosporium (Coconi-Linares et al., 2014; Jarosz-Wilkołazka et al., 2009; Ruiz-
Dueñas et al., 2001).  
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Las enzimas supletorias de H2O2 (EC 1.1.3.x), son oxidorreductasas que reducen 
alcoholes derivados de la despolimerización de lignina (como el metilglioxal), o procedentes 
del metabolismo del hongo (como el alcohol p-anisílico), produciendo H2O2 y aldehídos a 
partir de O2 molecular (Hernández-Ortega et al., 2012; Kersten and Cullen, 2007; Ruiz-
Dueñas and Martínez, 2009a). Entre los representantes de este grupo de enzimas se incluyen 
las flavoxidasas (pertenecientes a la familia glucosa-metanol-colina; GMC) aril-alcohol 
oxidasa (AAO; ampliamente estudiada en el género Pleurotus; Guillén et al., 1990), piranosa 
2-oxidasa (Leitner et al., 2001) y metanol oxidasa (Linke et al., 2014), así como la radical-
cobre oxidasa glioxal oxidasa (Kersten and Kirk, 1987). El H2O2 producido por estas 
enzimas alimenta de manera lateral a la reacción de Fenton, siendo también esta vía una de 
las alternativas adoptada para la generación de H2O2 en los hongos de la podredumbre parda 
(Figura 6A). 
Recientemente, también se han descrito nuevas enzimas del consorcio ligninolítico que 
han obligado a crear nuevas superfamilias debido a sus diferencias estructurales y catalíticas. 
Estos miembros son las peroxidasas decolorantes de tintes y las peroxigenasas inespecíficas 
que se comentan a continuación:  
Las DyP (EC 1.11.1.19), también conocidas como peroxidasas decolorantes de tintes, 
presentan un alto potencial redox de ~1,2 V (Hofrichter et al., 2010) y al igual que las 
peroxidasas ligninolíticas mencionadas, son capaces de oxidar sustratos tales como el 
alcohol veratrílico, RB5, Mn2+ y dímeros modelo no fenólicos de lignina (Fernández-Fueyo 
et al., 2015; Liers et al., 2013; Salvachúa et al., 2013). En la DyP, de modo similar a la LiP y 
VP, se ha descrito una ruta de transferencia electrónica que conecta el grupo hemo con un 
residuo de Tyr en la superficie de la proteína que actúa en forma de radical (Colpa et al., 
2014; Strittmatter et al., 2013a). A pesar de que la función biológica de las DyP no está clara 
por el momento, se ha postulado que pueden estar implicadas en la degradación de 
lignocelulosa, así como en la detoxificación y defensa inespecífica en el hongo (Liers et al., 
2011; 2013).  
La UPO o peroxigenasa inespecífica (EC 1.11.2.1) pertenece a la superfamilia de las 
peroxidasas hemotioladas (HTP) mostrando tanto actividad peroxidasa (reacción de 
oxidación de un electrón) como peroxigenasa (reacción de oxidación de dos electrones). Es 
esta segunda actividad la que mayor relevancia biotecnológica adquiere, debido a su 
capacidad para realizar oxifuncionalizaciones de enlaces C-H con una alta selectividad sobre 
una gran variedad de compuestos orgánicos. Aunque su papel en la despolimerización de la 
lignina no está del todo claro, su actividad frente a compuestos modelo de lignina no 
fenólicos la atribuyen una implicación razonable (Kinne et al., 2011; Liers et al., 2011; 
Ullrich et al., 2004; Wang et al., 2015).  
Por último, es importante mencionar que todas estas enzimas principales, también 
coexisten junto con otros miembros como las aril-alcohol deshidrogenasas (AAD) y quinona 
reductasas (QR), las cuales ayudan al reciclado de las reacciones redox creando un sistema 
mucho más autónomo. A modo de ilustrar el proceso de degradación de lignina, en la Figura 
7 se detallan las reacciones más probables que puede llevarse a cabo por el consorcio 
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Figura 7. Detalle de las reacciones implicadas en la despolimerización de lignina por el consorcio 
ligninolítico. 
Los números indican el tipo de reacción, mientras que en cada reacción se incluyen las enzimas más 
probablemente implicadas en los diferentes procesos. En azul se resalta el ciclo redox de la regeneración de 
hierro para la reacción de Fenton, en morado se detalla el ciclo redox de producción de H2O2, en verde el ciclo 
redox de quinonas, y en naranja el ciclo de redox que da lugar a la repolimerización de lignina. AAD: aril-
alcohol deshidrogenasa, AAO: aril-alcohol oxidasa, DyP: peroxidasa decolorante de tintes, GLX: glioxal 
oxidasa, LiP: lignina peroxidasa, MOX: metanol oxidasa, MnP: manganeso peroxidasa, QR: quinona reductasa, 
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3. Peroxidasas ligninolíticas
3.1. Clasificación, generalidades y estructura
Las peroxidasas, como ya se ha mencionado en el apartado anterior, son oxidorreductasas 
que catalizan la oxidación de diferentes sustratos tras su activación mediada por H2O2. Su 
distribución biológica es ubicua en todos los reinos de la vida, y se cuenta con más de 13.000 
secuencias que han sido recogidas hasta la fecha en una base de datos denominada 
PeroxiBase (Fawal et al., 2013, http://peroxibase.toulouse.inra.fr/). Taxonómicamente, las 
peroxidasas se pueden clasificar en dos grandes grupos: peroxidasas que contienen un 
cofactor de tipo hemo (la mayoría de ellas), o peroxidasas que usan otros elementos como 
cofactor entre las que se encuentran la vanadio haloperoxidasa, manganeso catalasa, tiol 
peroxidasa o la alquil hidroperoxidasa (Butler and Carter-Franklin, 2004; Flohe et al., 2011; 
Guimaraes et al., 2005; Whittaker, 2012). Las peroxidasas ligninolíticas (conocidas como 
PODs) se clasifican dentro del grupo de las peroxidasas que contienen grupo hemo, y se 
pueden encontrar en un número limitado de organismos (hongos y bacterias). Dentro de las 
hemoperoxidasas se describen seis superfamilias diferentes, entre las que se incluye la 
superfamilia de peroxidasas no animales. Dicha superfamilia se divide a su vez en tres clases 
donde se recogen las peroxidasas intracelulares o bacterianas (Clase I), peroxidasas fúngicas 
(Clase II, en este grupo se encuentran las PODs) y las peroxidasas de plantas (Clase III).  
A diferencia de las peroxidasas de Clase II, las DyPs y las UPOs presentan diferencias 
estructurales que hacen necesaria su agrupación en otras superfamilias (Hofrichter et al., 
2010; Zamocky et al., 2014). En el siguiente esquema se muestra la clasificación de las 
PODs (resaltadas en negrita): 
Peroxidasas (EC 1.11.x) 
Peroxidasas que no contienen hemo (5 superfamilias) 
Peroxidasas que contienen hemo (6 superfamilias) 
Peroxidasa-ciclooxigenasas (7 clases, p. ej. peroxidasa tiroidea, EC 1.11.1.8) 
Hemo peroxidasas no animales (3 clases) 
Clase I (peroxidasas intracelulares y/o bacterianas, p. ej. APx, EC 1.11.1.11) 
Clase II (peroxidasas secretadas por hongos) 
GP (peroxidasas genéricas, p. ej. CiP, EC 1.11.1.7) 
MnP (manganeso peroxidasa, EC 1.11.1.13) 
LiP (lignina peroxidasa, EC 1.11.1.14) 
VP (peroxidasa versátil, EC 1.11.1.16) 
Clase III (peroxidasas de plantas, EC 1.11.1.7) 
Catalasas (EC 1.11.1.6) 
Di-hemo citocromo c peroxidasa (EC 1.11.1.5) 
DyP (peroxidasa decolorante de tintes, EC 1.11.1.x) 
Familia 1 (DyPs bacterianas y fúngicas) 
Subfamilia 1A (DyPs fúngicas) 
Subfamilia 1B (DyPs bacterianas) 
Familia 2 (DyPs bacterianas y de Ascomicetos) 
Subfamilia 2A (Tat-DyPs bacterianas) 
Subfamilia 2B (TyrA y BtDyP homólogas a DyPs) 
Peroxidasas hemotioladas (“Haloperoxidasas”) 
CPO (Cloroperoxidasas de Caldariomyces fumago, EC 1.11.1.10) 
UPO (p. ej. peroxigenasa inespecífica de Agrocybe aegerita, EC 1.11.2.1) 
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Las peroxidasas ligninolíticas se describieron por primera vez en cultivos de P. 
chrysosporium, donde la adición de catalasa a los medios de cultivo disminuyó 
drásticamente la tasa de despolimerización de lignina (Faison and Kirk, 1983). Este hecho 
correlacionó la existencia de las peroxidasas a la presencia de H2O2. A partir de entonces se 
descubrieron la MnP y la LiP en P. chrysosporium, y más tarde la VP en los géneros 
Pleurotus y Bjerkandera (Martı́nez, 2002). La LiP H8 (denominada así por la fracción en la 
que eluyó durante su purificación; Rothschild et al., 1997) y la MnP1 de P. chrysosporium 
fueron las primeras peroxidasas ligninolíticas en resolverse cristalográficamente (Piontek et 
al., 1993; Sundaramoorthy et al., 1994). Tras ello la estructura de la VP de P. eryngii 
también fue resuelta (PDB: 3FJW). Además de estas estructuras, también se han cristalizado 
otras peroxidasas genéricas como la CiP (Coprinus cinerea peroxidasa) y la ARP 
(Arthromyces ramosus peroxidasa) (Kunishima et al., 1994; Petersen et al., 1994). 
Los estudios desarrollados a partir de las estructuras resueltas de las PODs, han 
proporcionado valiosa información que ha permitido la caracterización de los cuatro grupos 
ya comentados en la sección anterior (Tabla 3).  
Tabla 3. Características de las peroxidasas ligninolíticas. 











LiP 1.11.1.14 1,4-1,5 38-46 3,2-4,0 Alcohol veratrílico+• 
Subunidades no 
fenólicas 
MnP 1.11.1.13 1,0-1,2 38-62 3,1-4,8 Mn3+ Subunidades fenólicas y no fenólicas 




Subunidades fenólicas y 
no fenólicas 
GP 1.11.1.7 ~0,9-1,1 42 3,5 - Compuestos fenólicos 
Tabla realizada a partir de (Hofrichter et al., 2010 and Wong, 2009). 
En cuanto a su estructura molecular, las PODs muestran una forma globular compuesta 
en su mayoría por 11-12 α-hélices, que se nombran por orden alfabético de la A a la J 
incluyendo B’, según la numeración que ya se aplicó anteriormente para la citocromo C 
peroxidasa (CCP, la primera peroxidasa resuelta cristalográficamente; Finzel et al., 1984). 
La estructura de las PODs se mantiene estable gracias a la presencia de cuatro puentes 
disulfuro (cinco en las MnPs; el quinto situado en el C-terminal) y dos iones calcio 
localizados por encima y por debajo del plano del hemo (Martı́nez, 2002). A partir de esta 
estructura molecular básica cada una de las PODs ha desarrollado de uno a tres sitios activos 
que determinan sus principales diferencias catalíticas. Todas ellas presentan un canal de 
acceso a un grupo hemo, el cual es de tipo b y está formado por la unión de cuatro anillos 
pirrólicos (protoporfirina IX) más un ion férrico en su estado basal. El plano creado por el 
grupo hemo divide la proteína en dos dominios diferenciados: el dominio situado en la parte 
superior del hemo recibe el nombre dominio distal, mientras que el dominio situado en la 
parte inferior del mismo se denomina dominio proximal. A excepción de las peroxidasas 
genéricas que sólo presentan el canal de acceso al grupo hemo, el resto de PODs pueden 
mostrar un sitio de unión a Mn2+ como la MnP, un triptófano catalítico en la superficie de la 
proteína como la LiP o ambos sitios catalíticos como la VP (Figura 8).  
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Figura 8. Estructura general de las PODs. 
A la izquierda se muestra el detalle del grupo prostético hemo de tipo b. En la parte derecha se detalla la 
estructura de las PODs resaltando la posición de los calcios estructurales, los sitios catalíticos alternativos (para 
LiP, VP y MnP), los puentes disulfuro y los dominios que las caracterizan. Las letras indicadas en el modo 
cartoon corresponden a la numeración de las alfa hélices en la estructura. 
3.2.  Peroxidasa versátil 
La peroxidasa versátil (VP) secretada por el hongo de podredumbre blanca Pleurotus 
eryngii ha sido el objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral. Esta enzima se descubrió 
en 1996 asignándose como MnP, y más tarde como una peroxidasa híbrida con actividad 
MnP y LiP (Camarero et al., 1999; Martínez et al., 1996; Ruiz-Dueñas et al., 1999; 2001). 
La VP se encuentra en el genoma de P. eryngii en forma de tres variantes alélicas 
denominadas vpl1, vpl2, y vpl3, siendo la isoforma VPl2 (GeneBank-AF007224; 
UniProtKB-O94753) la más estudiada hasta el momento. La VP es una proteína de 361 
aminoácidos, y en P. eryngii porta una secuencia señal de 30 aminoácidos extra que es 
escindida antes de su exportación. El contenido en carbohidratos de la VP es de ~7% y su 
peso molecular total ronda los 43 kDa (Ruiz-Dueñas et al., 1999). Debido a la presencia de 
tres sitios de oxidación (canal de acceso al hemo, sitio de oxidación de Mn2+ y triptófano 
catalítico en superficie), la VP está capacitada para catalizar -tras su activación mediada por 
H2O2- la oxidación de compuestos aromáticos tanto fenólicos como no fenólicos, tintes de 
alto potencial redox, e incluso el polímero de lignina directamente o de forma mediada 
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En las próximas secciones se detallarán los determinantes estructurales, mecanismo 
catalítico, características de los sitios de oxidación, así como las potenciales aplicaciones y 
limitaciones biotecnológicas de las VPs. 
3.2.1. Disposición estructural del grupo hemo 
Se han identificado al menos diez residuos conservados que definen la reactividad y 
funcionalidad de la VP, los cuales se dividen en dos grupos de cinco ubicándose en los lados 
proximal y distal, respectivamente. La contribución de estos residuos se describe a 
continuación empleando la numeración de la VP de P. eryngii (Figura 9).  
Figura 9. Residuos conservados en las PODs en los lados proximal y distal. 
 En el lado proximal (por debajo del plano del hemo) se encuentra la His169 (histidina 
proximal) que actúa como quinto ligando axial en la coordinación del Fe3+ contenido en el 
hemo. En estado de reposo, el Fe3+ se encuentra en forma de alto spin mediante la 
coordinación de los cuatro nitrógenos del anillo pirrólico, más la quinta coordinación del Nε 
de esta histidina proximal.  
Se ha postulado que la distancia entre la histidina proximal y el Fe3+ modula el potencial 
redox de la enzima, ya que cuanto mayor es esta distancia en la coordinación axial, mayor es 
el potencial redox siguiendo el orden LiP~VP>MnP>GP (Banci et al., 1993). Además, se 
piensa que el factor responsable de dicha distancia se localiza en una red de puentes de 
hidrógeno establecida entre la His169 y los residuos Ser170, Asp194 y Asp231 (Piontek et 
al., 1993).  
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En el lado proximal también se localiza la Phe186, con función no determinada, pero 
cuya sustitución facilita la perdida de los calcios estructurales comprometiendo la estabilidad 
de la proteína (Kishi et al., 1997). Sin embargo, esta posición se encuentra ocupada por un 
residuo de triptófano en las peroxidasas de clase I como la CCP.  
En el lado distal de la proteína (por encima del plano del hemo) se encuentra la histidina 
distal (His47) que junto con la Arg43 tiene un papel fundamental en la ruptura heterolítica 
del H2O2 (Erman et al., 1993; Vitello et al., 1993). Además, en este mismo lado se 
encuentran la Phe46, el Glu72 y la Asn78, que establecen una red de puentes de hidrógeno 
que ayudan a mantener la posición relativa de las ya mencionadas His47 y Arg43 (Martı́nez, 
2002). 
3.2.2 Calcios estructurales 
En la estructura de VP (y por extensión en las PODs) se pueden encontrar dos calcios 
estructurales que se localizan en el domino proximal (calcio proximal) y en el domino distal 
(calcio distal). Ambos iones calcio se encuentran unidos a la proteína mediante siete enlaces 
de coordinación establecidos con átomos de oxígeno pertenecientes a residuos colindantes o 
moléculas de agua. El calcio proximal se encuentra sumergido en la estructura de la VP y 
fuertemente unido por la presencia de cinco residuos colocados estratégicamente (Ser170, 
Asp187, Thr189, Val192 y Asp194). Sin embargo, el calcio distal se encuentra más expuesto 
al solvente y coordinado por la acción de cuatro residuos (Asp48, Gly60, Asp62 y Ser64) y 
dos moléculas de agua (Figura 10).  
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3.2.3 Mecanismo catalítico y características espectroscópicas 
 
El primer paso del ciclo catalítico general de las PODs comienza con una activación por 
H2O2. El hierro del grupo hemo (en forma de Fe3+ en su estado basal), es capaz de unir el 
H2O2 haciendo que la His47 y la Arg43 puedan llevar a cabo la ruptura heterolítica del 
mismo. Esto ocurre mediante la acción ácido-base de la His47 que retira un protón del 
oxígeno α del H2O2, mientras que la cadena lateral de la Arg43 estabiliza la carga negativa 
del oxígeno β del mismo. Seguidamente, la His47 transfiere el protón sustraído hasta el 
oxígeno β dando lugar a la ruptura del enlace O-O con la correspondiente liberación de una 
molécula de agua (Hiner et al., 2002, Figura 11). 
 
Figura 11. Mecanismo de ruptura heterolítica de la molécula de H2O2 en la VP.  
En esta situación, la enzima se encuentra en su forma activada (i.e. ha perdido dos 
electrones) y puede llevar a cabo la oxidación sucesiva de dos moléculas de sustrato para 
recuperar su estado de reposo. Durante este ciclo catalítico se pueden distinguir dos 
intermediarios denominados compuesto I y compuesto II (Gumiero et al., 2011; Pérez-Boada 
et al., 2005, Figura 12). La formación del compuesto I tiene lugar justo después de la 
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activación por el H2O2. Esta especie catalítica se caracteriza por tener dos deficiencias 
electrónicas localizadas en el hierro del hemo en forma de radical oxoferrilo (Fe4+=O), y en 
el anillo de la porfirina como radical catiónico-π. Tras la oxidación de una primera molécula 
de sustrato, la deficiencia de la porfirina se satisface y se forma el compuesto II (que sigue 
portando el radical oxoferrilo). Finalmente, el compuesto II oxida una segunda molécula de 
sustrato liberando una molécula de H2O y devolviendo la enzima a su estado basal (con el 
ion hierro en estado férrico).  
En el caso de la VP, el ciclo catalítico es más complicado ya que al tener tres sitios de 
oxidación diferentes (canal del hemo, Trp catalítico y sitio de unión de Mn2+) existen 
múltiples rutas e intermediarios catalíticos. Entre estos intermediarios se encuentran dos 
nuevas especies catalíticas, compuesto IB y compuesto IIB que designan el porcentaje de 
enzima en que el residuo Trp164 se encuentra en forma de radical. Ambas especies son 
capaces de oxidar compuestos de alto potencial redox a través de una ruta de transferencia 
electrónica interna de largo recorrido, y están en equilibrio con los compuestos I y II que 
ahora pasan a llamarse IA y IIA (Morales et al., 2012; Pérez-Boada et al., 2005). Se ha 
determinado que los porcentajes de las especies IB y IIB (según las condiciones 
experimentales en los ensayo de EPR) corresponden al 25% del Compuesto I y al 3% del 
Compuesto II, respectivamente (Ruiz-Dueñas et al., 2009c, Figura 12). 
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El análisis de las características espectroscópicas de la VP en su estado basal 
(determinado por técnicas de stopped flow) indica la presencia de un pico de absorción a 407 
nm (conocido como banda Soret), y dos picos más discretos a 505 nm (banda de 
transferencia de carga 2, CT2) y 637 nm (banda de transferencia de carga 1, CT1). Además, 
también aparecen dos bandas muy discretas a 532 y 560 nm correspondientes a las bandas β 
y α, respectivamente. El lugar de aparición e intensidad de estos cuatro últimos picos da una 
idea del estado electrónico en el que se encuentra el Fe3+ unido al hemo (en el estado de 
reposo el Fe3+ se encuentra en forma de alto spin y pentacoordinado, Figura 13).  
Cuando la enzima entra en compuesto I tras su activación, el espectro de absorción 
muestra un desplazamiento de la banda Soret con un máximo a 403 nm, sumado a una 
disminución en su intensidad relativa. Además, las bandas CT sufren modificaciones 
mostrando hombros de mayor intensidad que el estado basal a 532, 560 y 651nm (Figura 
13A). A diferencia del compuesto I, el compuesto II muestra un desplazamiento de la banda 


















Figura 13. Características espectroscópicas de los diferentes intermediarios catalíticos de la VP.   
En (A) se muestran RS (estado de reposo) y C-I (compuesto I) y en (B) se muestran RS (estado de reposo) y C-
II (compuesto II). Imagen adaptada de Pérez-Boada et al., 2005. 
3.2.4 Sitios catalíticos en la VP 
 
     A) Canal principal de acceso al grupo hemo 
El canal principal de acceso al hemo se encuentra comunicado con el solvente y permite 
la oxidación de sustratos de bajo potencial redox en contacto directo con la denominada 
arista δ-meso del grupo hemo (arista superior). Además de ser un canal característico de las 
peroxidasas ligninolíticas, también se encuentra en el resto de hemoperoxidasas como la 
peroxidasa de rábano (HRP, Clase III), la ascorbato peroxidasa (ApX, Clase I) o la CCP 
(Finzel et al., 1984; Gajhede et al., 1997; Sharp et al., 2003). Por este canal también accede 
la molécula de H2O2 donde sufre la ruptura heterolítica llevando a cabo la activación de la 
enzima (Hiner et al., 2002, véase apartado 3.2.3). 
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Como se muestra en la Figura 14, el canal de las diferentes PODs presenta variaciones 
en cuanto a su tamaño y morfología que determinarán la oxidación de los diferentes sustratos 
(todos ellos de bajo potencial redox) como por ejemplo, compuestos fenólicos, quinonas, y 
otras moléculas sintéticas como el ABTS (2,2´azino-bis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonato) 
(Morales et al., 2012). Se han llevado a cabo diferentes estudios en la CiP y VP basándose 
en la oxidación de p-fenoles substituidos en este canal, que muestran que la CiP es más 
eficiente en la oxidación de estos sustratos que la VP (Ayala et al., 2007a; Liers et al., 2014). 
Este efecto puede correlacionarse con el tamaño del canal que presentan ambas PODs, y que 
curiosamente sigue la misma relación que la oxidación de p-fenoles (CiP>VP). 
Probablemente, debido al tamaño reducido del canal de acceso de la LiP, ésta sólo puede 
oxidar determinados sustratos como el tinte aniónico DFAD (4-[(3,5-difluoro-4-
hidroxyfenil)azo] bencenosulfonato) (Doyle et al., 1998). En efecto, a pesar de que existen 
diferencias en las cargas locales de los residuos que conforman el canal de las diferentes 
PODs, no son tan críticas como lo es el tamaño de los residuos que lo componen (Morales et 
al., 2012; Ruiz-Dueñas et al., 2009b; Figura 14). 
Figura 14. Tamaño y cargas locales del canal de acceso al grupo hemo en las diferentes PODs. 
CiP (PDB: 1H3J), MnP (PDB: 1MNP), LiP (PDB: 1LGA) y VP (PDB: 3FJW). 
B) Entorno del triptófano catalítico
El sitio de oxidación de compuestos de alto potencial redox en la VP se localiza en la 
superficie de la proteína, y además de sustratos de alto potencial redox también puede oxidar 
compuestos de bajo y medio potencial con una mayor eficiencia que en el propio canal del 
hemo (Morales et al., 2012; Pérez-Boada et al., 2005). Dicho sitio de oxidación está 
gobernado por un triptófano catalítico (Trp164), que se localiza en un microambiente 
característico proporcionado por los residuos circundantes y que conecta catalíticamente con 
el hemo a través de una ruta interna de transferencia electrónica de largo recorrido 
(Martı́nez, 2002; Pérez-Boada et al., 2005; Ruiz-Dueñas et al., 2008). Una vez la enzima 






Introducción y objetivos Capítulo 1 
generadas en el hemo se pueden deslocalizar al triptófano catalítico a través de la ruta de 
transferencia electrónica formando un radical catiónico (compuestos IB y IIB en el ciclo 
catalítico, Figura 12, Ruiz-Dueñas et al., 2009c). Es importante resaltar que, además del 
radical catiónico del Trp164, también se ha descrito en la VP la presencia de este residuo en 
forma de radical neutro mediante técnicas de EPR, aunque aún se desconocen las diferencias 
catalíticas entre ambas especies (Pogni et al., 2006).  
La transferencia de electrones desde el grupo hemo hasta el triptófano catalítico, y 
viceversa, ha sido caracterizada tanto en la VP como en la LiP teniendo lugar vía Trp164-
Leu165-Hemo y Trp171-(Met172 o Leu172)-Hemo para VP y LiP (LiPH8 y LiPH2), 
respectivamente (Blodig et al., 1998; Doyle et al., 1998; Pérez-Boada et al., 2005, Figura 
15). A pesar de que ambas enzimas poseen una ruta de transferencia de electrones similar, 
presentan características muy diferentes. En la LiP por ejemplo, el Cβ del triptófano 
catalítico se encuentra hidroxilado (Choinowski et al., 1999), mientras que en la VP no se ha 
detectado todavía ninguna hidroxilación en dicha posición (Pérez-Boada et al., 2005). Por 
otra parte, el entorno del triptófano catalítico de la LiP se encuentra rodeado por residuos 
ácidos que estabilizan el radical catiónico del alcohol veratrílico debido a su corta vida 
media (t1/2 ~ 60 ms a pH 3) (Candeias and Harvey, 1995). A diferencia de la LiP, el entorno 
del Trp164 en la VP es más básico, impidiendo estabilizar el radical del alcohol veratrílico 
(aunque lo puede oxidar), pero permitiendo la oxidación de otros compuestos como el 
colorante de tipo azo RB5 de manera directa (Pérez-Boada et al., 2005). 
Figura 15. Entornos del triptófano catalítico en la VP y la LiP y de la tirosina catalítica en la DyPI.  
En la parte superior de la figura se detallan los aminoácidos que forman el entorno del triptófano (VP y LiP) o 
la tirosina (DyPI) catalíticos. Se puede apreciar que el entrono en la VP es básico, en la LiP ácido y en la DyPI 
ácido/básico. VP (PDB: 3FJW), LiP-H8 (PDB: 1LGA) y DyPI (PDB: 5AG1). 
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Aunque los residuos de triptófano actúan como centros catalíticos en LiP y VP, también 
se han descrito residuos de tirosina catalíticos en la LiP de Trametes cervina e incluso en la 
DyPI de Auricularia auricula-judae (Colpa et al., 2014; Miki et al., 2009; Strittmatter et al., 
2013b). El entorno catalítico de esta última le permite oxidar RB5 y otros compuestos de alto 
potencial redox como el alcohol veratrílico (Liers et al., 2010), probablemente debido a su 
similitud con el entorno del Trp164 de la VP (Figura 15). 
Por último, es importante resaltar que la transferencia de este sitio catalítico a las 
PODs es posible mediante un diseño adecuado. Dicho fenómeno ha sido comprobado en 
una MnP dotándola de actividad tipo LiP (Timofeevski et al., 1999). 
C) Sitio de oxidación de Mn2+
El sitio de oxidación de Mn2+ fue descrito por primera vez en la MnP1 de P. 
chrysosporium (Sundaramoorthy et al., 1994). Del mismo modo que en ésta, la oxidación de 
Mn2+ a Mn3+ en la VP se lleva a cabo en un canal localizado en el lateral de la estructura y 
que da acceso a uno de los propionatos internos del hemo. En efecto, en la coordinación del 
ion Mn2+ participan las cadenas laterales de tres residuos carboxílicos situados de manera 
enfrentada y uno de los propionatos internos del hemo. Dichos residuos (Glu36, Glu40 y 
Asp175 en la VP y Glu35, Glu39 y Asp179 en la MnP1) tienen unos valores de pKa de 
cadena lateral de ~ 3,8-4,3, por lo que la coordinación de la esfera de Mn2+ y su oxidación 
ocurre de manera más eficiente a pH ~ 5 (i.e. donde los carboxilos están desprotonados). 
Esto difiere del pH óptimo de actividad que presenta el triptófano catalítico de la VP (pH 
3,0). Dicho efecto se produce porque a pHs más ácidos el potencial redox del radical 
triptófano es más alto, pudiendo oxidar con mayor facilidad sustratos de alto potencial 
(Morozova and Yurkovskaya, 2015).  
Se ha determinado que este sitio de Mn2+ puede encontrarse en dos configuraciones 
diferentes durante el ciclo catalítico: i) en ausencia de Mn2+, los residuos Glu36 y Glu40 de 
la VP se orientan hacia el solvente aliviando el exceso de carga negativa en el centro activo. 
Esta conformación define la configuración de canal abierto siendo el residuo Glu36 el 
responsable de la apertura y cierre de dicho canal. Al encontrarse ausente el Mn2+, una 
molécula de agua se sitúa en el sitio de oxidación estabilizando la estructura de la VP; ii) en 
presencia de Mn2+, los tres residuos ácidos se reorientan para coordinar la esfera de Mn2+ 
produciendo el cierre del canal, y tras su coordinación, el propionato interno del hemo 
abstrae un electrón del Mn2+ dando lugar a Mn3+. Esta configuración se denomina de puerta 
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Figura 16. Sitio de oxidación del Mn2+ en la VP. 
A pesar de que los sitios de oxidación de Mn2+ en la MnP1 y VP actúan de manera 
similar, existen diferencias en cuanto a su topología y mecanismo catalítico. Así, la MnP 
necesita de Mn2+ para reducir el compuesto II y regenerar el estado de reposo de la enzima 
(véase ciclo catalítico apartado 3.2.3). Sin embargo, en la VP la reducción de compuesto II 
puede llevarse a cabo tanto por Mn2+ como a través de compuestos oxidados en el canal del 
hemo o en triptófano catalítico (Morales et al., 2012). 
Mediante estudios de mutagénesis dirigida sobre la VP, se ha demostrado que su sitio de 
oxidación es más eficiente que el de la MnP1 aun cuando solo uno de los ácidos se encuentra 
presente. Además, la substitución de los residuos que componen el sitio catalítico en la VP 
por aspárticos, reveló que la topología de dicho sitio en la VP tiene una mayor plasticidad 
que el de la MnP1 (Ruiz-Dueñas et al., 2007; 2009b).  
La transferencia de este sitio de oxidación es posible incluso en otras peroxidasas no 
ligninolíticas, como ya se hizo en la CCP de S. cerevisiae (Hosseinzadeh et al., 2016; Pfister 
et al., 2007). La enzima resultante fue capaz de degradar compuestos fenólicos modelos de 





Introducción y objetivos Capítulo 1 
3.3. Aplicaciones y limitaciones biotecnológicas de la VP 
Debido a su elevado potencial redox y promiscuidad de sustrato, la VP puede encontrar 
aplicaciones potenciales en un amplio rango de procesos biotecnológicos como el blanqueo 
de la pasta de papel, la biorremediación enzimática (incluyendo la degradación de 
compuestos que interfieren en el sistema endocrino animal, tintes industriales, compuestos 
farmacéuticos activos, hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs), pesticidas y otros 
xenobióticos), producción de compuestos flavorizantes aromáticos para la industria 
alimentaria, desarrollo de biosensores, y procesos diversos de síntesis orgánica incluyendo la 
preparación de homo- y heteropolímeros (Knop et al., 2015; Mendonça Maciel et al., 2010; 
Pizzul et al., 2009; Sáez-Jiménez et al., 2015b; Taboada-Puig et al., 2011; Touahar et al., 
2014; Yadav and Yadav, 2015). 
Sin embargo, el gran potencial biotecnológico que ofrece la VP se encuentra mermado 
por una serie de limitaciones que dificultan su aplicación como biocatalizadores industriales 
en diferentes procesos. Entre estos inconvenientes destacan fundamentalmente: i) la escasez 
de hospedadores apropiados para su expresión funcional heteróloga, ii) su baja estabilidad 
frente a diferentes agentes como la temperatura o la presencia de H2O2, y iii) su nula 
actividad (y estabilidad) a pH neutros o alcalinos.  
La presente Tesis Doctoral se ha centrado en el estudio y la mejora de algunas de estas 
limitaciones mediante técnicas de evolución molecular dirigida aplicadas a la VP de P. 
eryngii.   
3.3.1. Expresión funcional y termoestabilidad 
La expresión funcional heteróloga de la VP es un factor limitante a la hora de afrontar su 
diseño mediante herramientas de evolución dirigida, así como para poder producirlas a 
mayor escala. Las VPs, al igual que otras PODs, son difíciles de expresar funcionalmente ya 
que requieren una maquinaria celular especializada que permita llevar a cabo numerosas 
modificaciones post-traduccionales que faciliten el correcto plegamiento de la proteína. En 
los sistemas procariotas modelo como Escherichia coli, la expresión de la VP requiere, en el 
mejor de los escenarios proteínas de fusión, ya que en ausencia de ellas se producen cuerpos 
de inclusión que deben ser solubilizados y replegados posteriormente (Bao et al., 2012; 
Pérez-Boada et al., 2002). Así, la expresión heteróloga y funcional de la VP únicamente se 
ha conseguido en los hongos Aspergillus nidulans y P. chrysosporium (Coconi-Linares et 
al., 2015; Lu-Chau et al., 2004). Sin embargo, la difícil manipulación genética en estos 
organismos dificulta enormemente su uso como hospedador heterólogo en procesos de 
evolución dirigida. En este punto, Saccharomcyes cerevisiae puede ser una atractiva 
alternativa ya que además de poder llevar a cabo el correcto procesado de las proteínas 
eucariotas, su similitud con Pichia pastoris puede permitir su uso como sistemas de 
expresión en tándem usando S. cerevisiae durante la evolución dirigida, y P. pastoris para la 
sobreproducción de las variantes mejoradas. Este sistema en tándem ha sido validado con 
éxito en estudios recientes utilizando lacasas de alto potencial redox y UPOs (Mate et al., 
2013b; Molina-Espeja et al., 2015).  
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Por otro lado, la mejora de la termoestabilidad de estas enzimas para su aplicación 
industrial también es un factor importante, ya que la VP no tolera elevadas temperaturas que 
de modo ordinario afectan a la pérdida de los calcios estructurales comprometiendo la 
integridad estructural de la enzima. Este fenómeno también transcurre cuando la enzima se 
incuba a pHs alcalinos (Plieth and Vollbehr, 2012; Sutherland and Aust, 1996; véase 
también apartado 3.3.3).  
3.3.2. Inactivación mediada por H2O2 
La VP es posiblemente la peroxidasa conocida con menor estabilidad oxidativa frente al 
H2O2. El fenómeno por el cual ocurre este proceso tiene lugar se denomina “inactivación 
suicida” (donde paradójicamente, el H2O2 es el co-sustrato de la enzima pero también un 
fuerte inhibidor), y es responsable del daño oxidativo irreparable que ha suscitado un gran 
interés durante décadas de investigación con ésta y otras peroxidasas (Cherry et al., 1999; 
Miyazaki and Takahashi, 2001; Miyazaki-Imamura et al., 2003; Morawsky et al., 2001; 
Ogola et al., 2010; Valderrama et al., 2002).  
En general, el daño oxidativo de proteínas es un proceso complejo del que aún se conoce 
muy poco. Además de ser un mecanismo que limita notablemente el uso industrial de las 
peroxidasas, también es la causa que está detrás de diferentes enfermedades como el 
Alzheimer (Zhao and Zhao, 2013). En el caso particular de las peroxidasas, es un problema 
universal que se encuentra asociado al mecanismo de acción de la enzima. En efecto, durante 
el ciclo catalítico, el compuesto II en presencia de H2O2 puede derivar en un intermediario 
no natural del ciclo que es altamente reactivo (Wariishi and Gold, 1989), pero inactivo 
catalíticamente, y que se denomina compuesto III (Valderrama et al., 2002; 2010, Figura 
17). 
 Dicho compuesto III se caracteriza por presentar un radical superóxido unido al Fe3+ y se 
puede formar tanto en presencia como en ausencia de sustrato reductor, siempre que el H2O2 
se encuentre en el medio de reacción (Hernández-Ruiz et al., 2001). Así, la formación del 
compuesto III depende considerablemente de factores como el pH, la temperatura y la 
relación molar H2O2/enzima (Böckle et al., 1999; Hiner et al., 2001). 
Algunos autores han puesto de manifiesto que la formación del compuesto III se debe a 
que la constante de reducción del compuesto II hacia el estado nativo es muy lenta, 
considerándose la etapa limitante en la catálisis de las peroxidasas. En consecuencia, el 
compuesto II puede acumularse de manera espontánea reaccionando con una nueva molécula 
de H2O2 para dar compuesto III (Gil‐Rodríguez et al., 2008). Una vez formado, el compuesto 
III puede seguir diferentes rutas (Valderrama et al., 2002, Figura 17):  
i) El radical superóxido presente en el compuesto III puede reaccionar atacando a
los aminoácidos más próximos al grupo hemo. Una vez modificados, se
producen cambios conformacionales que abren nuevos espacios en la estructura
de la proteína haciéndola más susceptible a la sobreoxidación. Esto ocurre
principalmente por la modificación de metioninas (a metionina sulfona y
metionina sulfóxido) y cisteínas (a cistina). Además de estos aminoácidos, hay
otros que también son fácilmente oxidables como triptófanos, tirosinas e
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histidinas (Kim et al., 2001; Sáez-Jiménez et al., 2015a; Valderrama et al., 
2002). Aunque la enzima finalmente puede retornar a su estado basal, el daño 
oxidativo se acumula de manera irreparable hasta la completa inactivación tras 
varios ciclos catalíticos.  
ii) El radical superóxido del compuesto III puede atacar al anillo de la porfirina 
dada su proximidad, lo que provoca su ruptura con la consiguiente inactivación 
irreversible de la enzima (blanqueo de la peroxidasa). Este proceso libera 
biliverdina y Fe3+. 
iii) El compuesto III puede desaparecer mediante la descomposición unimolecular 
del radical superóxido generando especies reactivas de oxigeno (ROS). Entre los 
ROS liberados se encuentran los radicales hidroxilo que son aún más reactivos 
que el propio radical superóxido. De hecho, se considera que el daño que 
provocan es incluso mayor que en las rutas i y ii, porque tanto los radicales 
hidroxilo como otros ROS generados son capaces de oxidar distintas regiones de 




Figura 17. Mecanismo de inactivación suicida en las peroxidasas. 
En recuadros marrones se detallan las vías que puede seguir el compuesto III provocando daño oxidativo a la 
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Existen algunas estrategias para reducir el daño oxidativo en las peroxidasas. La más 
rudimentaria, pero no por ello menos eficaz, consiste en dosificar el suministro de H2O2 
(haciendo uso de bombas peristálticas, o con sistemas enzimáticos en cascada, (p. ej. con 
AAO o glucosas oxidasas) donde se genere in situ el H2O2) para reducir, en la medida de lo 
posible, la formación del compuesto III (Carro et al., 2015; Hernández et al., 2012; Pezzotti 
et al., 2004). Otra alternativa válida es la inclusión en la mezcla de reacción de moléculas 
estabilizantes como el polietilenglicol y aminoácidos (Hernández et al., 2012; Mao et al., 
2013). Por último, se ha descrito también que la presencia de los radicales catiónicos que 
forman algunos sustratos como el alcohol veratrílico o el 1,2,4,5-tetrametoxibenceno (TMB) 
son capaces de revertir el compuesto III, devolviendo la enzima al estado de reposo aunque 
sumando daño oxidativo, como se vio en estudios realizados con la LiP (Barr and Aust, 
1994). 
Sin embargo, son las técnicas de ingeniería de proteínas las que pueden hacer frente a 
este problema de una manera más precisa y eficaz, como se ha descrito en numerosos 
estudios orientados a la sustitución de residuos altamente oxidables por otros menos 
propensos a la oxidación y con bajo potencial redox como alaninas, fenilalaninas, leucinas o 
isoleucinas (Bao et al., 2014; Miyazaki and Takahashi, 2001; Ogola et al., 2010; Ryan and 
O'Fagain, 2007; Sáez-Jiménez et al., 2015a).  
A pesar de todos estos esfuerzos, todavía existe una gran incertidumbre en torno al futuro 
uso de la VP en procesos industriales. En efecto, su baja estabilidad oxidativa se debe a la 
presencia de sus varios sitios catalíticos y canales por donde difunden con facilidad las ROS, 
lo que obstaculiza su aplicación en numerosos procesos biotecnológicos. 
Así pues uno de los objetivos prioritarios en esta Tesis Doctoral ha sido la exploración de 
varias regiones de la VP de P. eryngii, haciendo uso de un amplio abanico de herramientas 
de evolución dirigida y/o enfocada, con la intención de desenmascarar nuevos determinantes 
estructurales que aporten conocimiento al mecanismo de inactivación suicida. 
3.3.3. Actividad y estabilidad a pHs alcalinos 
La estabilidad y actividad a pH neutros o alcalinos de la VP, y por extensión de las 
peroxidasas ligninolíticas, es otro de los mayores inconvenientes a la hora de utilizarlas 
como biocatalizadores industriales. Aunque estas condiciones se requieren para muchos 
procesos (p. ej. determinadas etapas de blanqueo de la pasta de papel, procesos de síntesis 
orgánica, etc.), desafortunadamente estas enzimas no son activas a valores a pHs neutros o 
alcalinos. Esto puede ser debido a que el consorcio ligninolítico se ha especializado durante 
miles de años de evolución a funcionar a pHs ácidos, como consecuencia directa de la 
producción de ácidos orgánicos por parte del hongo de podredumbre blanca durante el 
proceso de degradación del material lignocelulósico. 
Es conocido que la actividad y estabilidad a pHs alcalinos de la VP se encuentra 
condicionada a la retención de los iones calcio en la estructura de la enzima (George et al., 
1999; Lu-Chau et al., 2004; Youngs et al., 2000). Particularmente, la unión más débil del 
calcio distal (véase Figura 10) bajo condiciones alcalinas, hace que se libere con mayor 
facilidad que el calcio proximal provocando que el domino distal se relaje colapsando la 
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cavidad del hemo. En dicha distensión, la histidina distal (contenida en la hélice B, véase 
Figura 8) se aproxima al Fe3+ interaccionando con él y formándose un complejo 
hexacoordinado con el hemo que causa la inactivación de la enzima (Banci et al., 1999; 
George et al., 1999; Laberge et al., 2003). Este complejo se caracteriza por unas 
características espectroscópicas muy concretas que incluyen un desplazamiento en la banda 
Soret (413-420 nm), y la aproximación de las bandas CT (CT2: 505 nm; CT1: 637 nm) a 546 
y 581 nm, respectivamente. 
La presencia de este complejo hexacoordinado se ha descrito en multitud de trabajos con 
peroxidasas por las limitaciones que supone para las PODs a pHs alcalinos (Ferrer et al., 
1994; George et al., 1999; Howes et al., 2001; Kishi et al., 1997; Lu-Chau et al., 2004; 
Youngs et al., 2000), aunque la formación de un hemo hexacoordinado también se ha 
descrito de manera funcional en hemoglobinas y citocromos (Uzan et al., 2004). 
El proceso de inactivación a pH alcalino de las PODs ha sido estudiado en la VP, y los 
resultados mostraron que en determinadas condiciones se puede revertir el complejo 
hexacoordinado (i.e. a pH 5,0 y en presencia de 1,6 mM de calcio). No obstante, la adición 
de calcio tras incubación a pH alcalino sólo permite una recuperación parcial de la enzima 
que depende también del tiempo que ha permanecido inactiva (Lu-Chau et al., 2004), hecho 
que también ha sido descrito en la LiP de P. chrysosporium (George et al., 1999). 
Aunque se han llevado a cabo algunos estudios de ingeniería con la VP para emular las 
interacciones estabilizantes de una MnP4 de Pleurotus ostreatus (Sáez-Jiménez et al., 
2015c), no se había detectado aún actividad alcalina en ninguna peroxidasa ligninolítica. Por 
esta razón, otro de los objetivos de esta Tesis Doctoral fue someter a evolución dirigida la 
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4. Evolución dirigida de enzimas ligninolíticas en Saccharomyces cerevisiae 
La evolución dirigida de enzimas es una poderosa herramienta que permite la obtención 
de biocatalizadores a medida para diferentes aplicaciones biotecnológicas (Bloom and 
Arnold, 2009; Packer and Liu, 2015; Porter et al., 2016). El impacto que ha supuesto el 
desarrollo de la evolución dirigida es tal, que sus descubridores Frances H. Arnold y Willem 
P. Stemmer, fueron galardonados con el “Charles Stark Draper Prize” otorgado por la 
Academia Nacional de Ingeniería de los Estados Unidos (premio equivalente al Nobel de 
Ingeniería). En el presente año, la Dra. Arnold ha sido también galardonada con el 
“Millennium Technology Prize”, considerado como el Nobel de Tecnología, y que premia 
únicamente a invenciones que suponen un impacto en la vida de la sociedad como lo fue, por 
ejemplo, la invención de la “World Wide Web”. En efecto, pocos pueden dudar tras 25 años 
de desarrollo de esta herramienta, de su robustez, fiabilidad y rapidez para el diseño de 
enzimas, rutas metabólicas e incluso microorganismos completos. 
El éxito de la evolución dirigida se basa principalmente en su capacidad para recrear el 
proceso de la evolución natural (i.e. mutación/recombinación y selección), pero aplicándolo 
a procesos que la naturaleza puede no haberse planteado nunca antes, permitiendo reescribir 
el código de la vida hacia funciones biotecnológicas muy dispares. Haciendo un uso 
adecuado de la evolución dirigida se pueden mejorar diferentes propiedades de las enzimas, 
aun cuando exista un limitado conocimiento de la característica potencialmente 
evolucionable. Entre las propiedades que se pueden mejorar, se encuentran aquellas que 
condicionan de ordinario la funcionalidad de las enzimas en procesos biotecnológicos como 
son la estabilidad (frente a temperatura, presión, pHs extremos, presencia de co-solventes 
orgánicos, etc.), actividad, especificidad y selectividad, resistencia a inhibidores o expresión 
funcional (Bornscheuer et al., 2012; Cherry et al., 1999; Dalby, 2003; Miyazaki-Imamura et 
al., 2003; Ryu et al., 2008; Sun et al., 2016; Williams et al., 2007). Es más, actualmente nos 
encontramos en disposición de transgredir los límites establecidos por la propia naturaleza, e 
ir incluso más allá, explorando la actividad de las enzimas en ambientes fuera de su contexto 
biológico, o bien llevando a cabo reacciones no naturales nunca antes descritas por las 
enzimas encontradas hasta el momento en nuestro planeta (Arnold, 2015; Molina-Espeja et 
al., 2016b; Renata et al., 2015).  
El proceso de evolución dirigida consiste en mutagenizar (y recombinar) de forma 
aleatoria genes completos, regiones y/o posiciones del mismo, creando librerías de mutantes 
que son exploradas mediante herramientas de alta capacidad (i.e. mediante “high-throughput 
screening -HTS-”, o incluso más recientemente ultra-high-througput screening). Para que el 
análisis rápido y simultáneo de las variantes de la librería sea efectivo, se requiere de un 
hospedador heterólogo adecuado. 
En el caso de las ligninasas, al tratarse de proteínas eucariotas extracelulares, se hace 
necesaria una maquinaria celular capaz de llevar a cabo el plegamiento y las modificaciones 
post-traduccionales pertinentes (glicosilación, procesamiento de péptidos señales o 
formación de puentes disulfuro entre otras) que faciliten una exocitosis exitosa (todos los 
intentos descritos hasta la fecha para expresar funcionalmente ligninasas en E. coli han 
conducido a plegamientos incorrectos con la formación de cuerpos de inclusión).   
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Así, en la última década, nuestro laboratorio ha construido y empleado de manera eficaz 
una plataforma de evolución dirigida para ligninasas basada en la levadura panadera 
Saccharomyces cerevisiae como hospedador heterólogo (Alcalde, 2015; Garcia-Ruiz et al., 
2014; Mate et al., 2016a; Viña-Gonzalez et al., 2016, Figura 18). El uso de S. cerevisiae en 
evolución dirigida de genes ligninolíticos permite un procesamiento adecuado debido a la 
similitud existente entre la fisiología de la levadura y la del hongo nativo, si bien el alcanzar 
niveles de expresión funcional suficientes en formato HTS se antoja complicado. Por este 
motivo, de ordinario se requiere evolucionar la expresión funcional antes de afrontar nuevos 
desafíos (p. ej. actividad con sustratos complejos o en medios artificiales). Por otro lado, la 
elevada tasa de recombinación homóloga de S. cerevisiae junto con su preciso mecanismo 
corrector, hace de este microorganismo un vehículo versátil en la preparación de métodos de 
creación diversidad genética (véase Capítulo 6 de la Tesis Doctoral). 
De esta manera, los principales representantes del consorcio ligninolítico que han sido 
evolucionados hacia diferentes fines tomando ventaja de la plataforma de S. cerevisiae 
construida en nuestro laboratorio son:  
i) Incremento de la expresión funcional:
Lacasa de Myceliopthora thermophila (Bulter et al., 2003)
Lacasa del basidiomicete PM1 (Mate et al., 2010) 
Lacasa de Pycnoporus cinnabarinus (PcL; Camarero et al., 2012) 
UPO de Agrocybe aegerita (Molina-Espeja et al., 2014) 
AAO de P. eryngii (Viña-Gonzalez et al., 2015) 
ii) Actividad en ambientes no naturales
Lacasa del basidiomicete PM1 (tolerancia a sangre humana; Mate et al., 2013a)
Lacasa de Myceliopthora thermophila (actividad en medio alcalino; Torres-Salas et 
al., 2013) 
Lacasa de Myceliopthora thermophila (actividad en disolventes orgánicos; 
Zumárraga et al., 2007) 
iii) Incremento de actividad
UPO de Agrocybe aegerita (síntesis de 1-naftol a partir de naftaleno; Molina-Espeja
et al., 2016a) 
UPO de Agrocybe aegerita (síntesis de 5’-OH propranolol; material sin publicar). 
Lacasa quimérica para la oxidación de ácido sinápico (Pardo et al., 2015; 2016) 
AAO de P. eryngii (oxidación de alcoholes secundarios; material sin publicar) 
Lacasa de Myceliopthora thermophila (síntesis de colorantes heteropoliméricos; 
Vicente et al., 2016) 
iv) Lacasa quiméricas
Lacasas quiméricas de PcL y PM1 con propiedades combinadas (Pardo et al., 2012)
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Figura 18. Plataforma de evolución dirigida basada en S. cerevisiae y su eficiente maquinaria de 
recombinación homóloga de DNA. 
(1) A partir de un gen parental, o varios genes (con una cierta identidad de secuencia), se generan las librerías
mutagénicas por PCR propensa a error o recombinación de DNA. (2) Las librerías se co-transforman en la
levadura con el plásmido linearizado (que porta extremos solapantes para los insertos) y se seleccionan los
clones positivos. (3) Estos clones se transfieren individualmente a placas de 96 pocillos y se procede con la
expresión de las diferentes variantes. (4) Finalmente, se realiza el proceso de cribado en el que seleccionarán las 
variantes mejoradas que superen el proceso de “screening” aplicado. (5) Dichas variantes se pueden volver a
usar como parentales para llevar a cabo nuevas rondas de evolución. Este proceso se puede repetir tantas veces
como se necesite hasta obtener la propiedad deseada. 
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5. Saccharomyces cerevisiae como prototipo de levadura de podredumbre blanca
El uso de S. cerevisiae para la fermentación del pan, la cerveza o el vino se remonta a 
más de 7.000 años A.C. (Legras et al., 2007), lo que ha dado lugar a su amplio uso y estudio 
permitiendo conocer su fisiología y desarrollar una infinidad de protocolos para su 
manipulación. Cuenta de ello son el gran número de patentes registradas en el empleo de S. 
cerevisiae como factoría celular para la obtención de productos industriales como insulina, 
vacunas contra la hepatitis o el papiloma humano, nutracéuticos (p. ej. resveratrol), ácido 
láctico o glicerol (Hong and Nielsen, 2012). Además, su capacidad para llevar a cabo la 
transformación de azúcares en etanol para la producción de biocombustibles ha suscitado un 
gran interés en los últimos años. En este sentido, se han realizado muchos esfuerzos en la 
mejora de S. cerevisiae como organismo fermentador a partir de material lignocelulósico, 
entre los que destacan estudios de ingeniería metabólica para evitar la acumulación de 
glicerol, controlar el balance NAD+/NADH, así como promover el consumo de pentosas 
(Nielsen et al., 2013). Sin embargo, todos estos estudios requieren de una etapa inicial (pre-
tratamiento) orientada a retirar el contenido de lignina y facilitar el acceso a los azúcares 
para su consiguiente fermentación. Si S. cerevisiae tuviera la capacidad de despolimerizar la 
lignina se estaría dando un paso al frente en el diseño de un FCBM (del inglés full 
consolidated bioprocessing microbe) como base para el estudio del aprovechamiento de la 
biomasa vegetal, además de su uso como modelo de organismo ligninolítico (Hasunuma and 
Kondo, 2012; Huang et al., 2014).   
Este concepto de “superlevadura” planteado en nuestro laboratorio propone el empleo de 
S. cerevisiae como organismo sintético capaz de imitar los mecanismos naturales de los
hongos de podredumbre blanca de una manera simplificada. El desarrollo de este chasis de
levadura de la podredumbre blanca requeriría por tanto de dos “gadgets” fundamentales: un
sistema para hidrolizar celulosa y hemicelulosa, y otro que le permita despolimerizar lignina.
En cuanto al aparato degradador de celulosa, ya se han llevado a cabo muchos abordajes 
de ingeniería metabólica en los que se han expresado heterólogamente una serie de celulasas 
dando rendimientos de producción de bioetanol entre 1-17 g/L (Hasunuma and Kondo, 
2012). Para poder degradar celulosa es necesaria la actividad coordinada de endoglucanasas, 
exoglucanasas y β-glucosidasas. Este consorcio de celulasas puede expresarse de forma 
soluble o bien ensamblarse en un minicelulosoma localizado en la superficie de la levadura. 
Este último abordaje se suele llevar a cabo en presencia de una proteína de soporte, que 
contiene un módulo de unión a celulosa (CBM), y unas proteínas conectoras llamadas 
cohesinas donde se anclan las celulasas. Estas últimas enzimas pueden ser expresadas por la 
propia célula o bien añadidas como un cóctel enzimático previamente producido por otro(s) 
organismo(s) heterólogo(s). El anclaje de las celulasas en el minicelulosoma requiere de su 
expresión en forma de proteínas de fusión con dockerinas que mediarán la unión específica 
con las cohesinas. Este modelo de organización está inspirado en el celulosoma natural de 
Clostridium cellulolyticum, el cual es altamente eficiente (Fan et al., 2012; Gilmore et al., 
2015; Hasunuma and Kondo, 2012; Huang et al., 2014; Kim et al., 2013, Figura 19A-B). 
Recientemente, se ha estudiado la eficiencia en la degradación de celulosa mediante 
celulasas secretadas al medio de cultivo en S. cerevisiae, así como en forma de 
minicelulosoma ensamblado en la superficie de la levadura (Liu et al., 2016; Figura 19C-F). 
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En efecto, la estructura del celulosoma permite que las celulasas se encuentren muy cercanas 
entre sí potenciando sinergias en la degradación de la celulosa, lo que parece convertirle en 
el modelo más adecuado para su uso potencial en biorefinerías integradas (Liu et al., 2016, 
Figura 19C). En un futuro próximo, es muy probable que este sistema de minicelulosoma 
incorpore un nuevo tipo de enzimas llamadas LPMO (del inglés Lytic Polysaccharides 
MonoOxygenases). Las LPMO han atraído un gran interés biotecnológico en los últimos 
años por su implicación en el aprovechamiento de la biomasa lignocelulósica, ya que actúan 
digiriendo las regiones cristalinas de la celulosa para facilitar el ataque hidrolítico de 
celulasas. En particular, además de su actividad sobre celulosa, también son capaces de 
actuar sobre quitina, xilanos, xiloglucanos, glucomananos, liquenanos, β-glucanos, y 
almidón (Hemsworth et al., 2015; Martínez, 2016). 
Figura 19. Estructura del minicelulosoma y degradación de celulosa con S. cerevisiae. 
En la parte izquierda de la imagen se muestra la estructura del minicelulosoma para S. cerevisiae. Mediante la 
expresión de una proteína de soporte (mini CipA, barra turquesa) se pueden anclar las diferentes actividades 
para la degradación de celulosa. La proteína soporte contiene un módulo de unión a celulosa (CBM), una serie 
de cohesinas (cajas de colores) y una proteína intermediaria de unión a la membrana de la levadura (Aga2). La 
expresión de Aga1 en la superficie de S. cerevisiae permite el anclaje del minicelulosoma por Aga2. La 
producción de las celulasas necesarias (endocelulasa, exocelulasa, y β-glucosidasa; formas geométricas azul, 
morada y turquesa, respectivamente) se realiza como proteínas de fusión unidas a dockerinas (ligando de las 
cohesinas). Estas construcciones se pueden expresar en otros organismos, purificarlas y añadirlas al medio de 
cultivo de S. cerevisiae (A), o bien se puede expresar en la propia levadura (B). En la parte derecha de la 
imagen se puede ver la diferencia entre la expresión de las celulasas en forma de minicelulosoma (C), o en 
forma secretada (D). La ausencia de minicelulosoma impide la unión directa de la levadura a la celulosa. En (E) 
y (F) se muestra el detalle de la interacción de S. cerevisiae con la celulosa cuando se expresa el 
minicelulosoma en superficie. Las figuras (C), (D), (E) y (F) han sido adaptadas de Liu et al., 2016. 
A pesar de que se ha prestado mucha atención al desarrollo de celulosomas en S. 
cerevisiae para la producción de etanol, no hay ningún estudio que se dirija hacia el pre-
tratamiento de la biomasa lignocelulósica con este microorganismo. La expresión de un 
“minisecretoma” ligninolítico en S. cerevisiae abriría la puerta a un modelo de estudio para 
comprender mejor el mecanismo de degradación de lignina, al tiempo que podría tener un 
marcado carácter industrial, lo cual es otro de los objetivos de esta Tesis Doctoral. 
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6. Objetivos de la Tesis Doctoral
A pesar del elevado potencial biotecnológico que tiene la VP para su aplicación 
industrial, existen una serie de limitaciones prácticas que necesitan ser solucionadas para 
transformarla en un biocatalizador robusto. Entre ellas se incluyen la falta de expresión 
funcional en hospedadores empleados en evolución dirigida, una alta susceptibilidad al daño 
oxidativo y la ausencia de actividad a pH neutro y/o alcalino. Por otro lado, al disponer de 
varios bolsillos catalíticos en una única cadena polipeptídica, la VP es capaz de emular la 
función conjunta de MnPs y LiPs reduciendo el consumo energético del hospedador. En este 
sentido, se podría tomar ventaja de las características de la VP para su co-expresión junto 
con una lacasa de alto potencial redox, en la construcción de un prototipo inicial de levadura 
de podredumbre de blanca con potencial uso para el pre-tratamiento en las biorefinerías 
integrales. 
Así pues, los principales objetivos de esta Tesis Doctoral fueron: 
• Evolución dirigida de la VP hacia expresión funcional/termoestabilidad. Se llevó a
cabo una exhaustiva caracterización bioquímica de los mutantes obtenidos con el fin
de seleccionar los parentales más adecuados para mejorar tanto la estabilidad
oxidativa de la VP, como su actividad en condiciones de pH neutro/alcalino.
• Diseño de una VP resistente al H2O2. Para ello se hizo uso de la plataforma de
evolución dirigida desarrollada en levadura y se diseñaron diferentes herramientas de
creación de diversidad genética in vivo. Para la exploración de las librerías se puso a
punto un método HTS que permitió detectar las mejoras implicadas en la estabilidad
oxidativa, incluyendo la medición de las vidas medias frente a H2O2.
• Evolución dirigida de una VP activa y estable a pH neutro/alcalino. En esta nueva
ruta evolutiva se combinaron diferentes herramientas de creación de diversidad junto
con aproximaciones híbridas. Como criterio HTS se promovió la ampliación del perfil
de pH junto con un incremento gradual de la presión selectiva hacia el rango alcalino.
• Diseño de un prototipo inicial de levadura de podredumbre blanca (white-rot yeast,
WRY) mediante la co-expresión heteróloga de mutantes evolucionados de VP y
lacasa. Se evaluó la co-expresión simultánea de dichos mutantes con diferentes
cassettes de expresión (incluyendo diversas combinaciones de promotores y
terminadores), además de testarse distintas condiciones de cultivo tanto a escala de




Directed evolution of a temperature-, 
peroxide- and alkaline pH tolerant versatile 
peroxidase
En este capítulo se describe la obtención de la expresión 
funcional de la peroxidasa versátil (VP) por primera vez en 
levadura de forma soluble, altamente activa y termoestable, 
estableciendo una plataforma de evolución dirigida para su 
futura ingeniería hacia diversos fines. 
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Supplemental data chapter 2 
Directed evolution of a temperature-, peroxide-, and alkaline pH 
tolerant versatile peroxidase 
Authors: Garcia-Ruiz, E., González-Perez, D., Ruiz-Dueñas, F.J., Martínez, 
A.T., and Alcalde, M. 
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Structural determinants of oxidative 
stabilization in an evolved versatile 
peroxidase 
 
En este capítulo se describe la evolución dirigida de la VP para 
incrementar su estabilidad hacia peróxido de hidrógeno, en el 
que se obtuvieron dos variantes evolucionas que revelaron 
determinantes estructurales detrás del mecanismo de 
inactivación. Estos nuevos cambios pueden ayudar a entender el 
mecanismo de inactivación y ser trasladados a otras peroxidasas 
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Supplemental data chapter 3 
Structural determinants of oxidative stabilization in an evolved 
versatile peroxidase 
Authors:, González-Perez, D., Garcia-Ruiz, E., Ruiz-Dueñas, F.J., Martínez, 
A.T., and Alcalde, M. 
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Mutagenic Organized Recombination Process 
by Homologous In vivo Grouping  
(MORPHING) for directed enzyme evolution
En este capítulo se describe la puesta a punto de un método de 
evolución dirigida por dominios para introducir mutaciones 
aleatorias y eventos de recombinación de manera focalizada 
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Supplemental data chapter 4 
Mutagenic Organized Recombination Process by Homologous In 
vivo Grouping (MORPHING) for directed evolution 
Authors:, González-Perez, D., Molina-Espeja, P., Garcia-Ruiz, E., and 
Alcalde, M. 
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      Figure S1 
VP MORPHING. Three different regions of VP were targeted for random mutagenesis and 
recombination (L28-G57, L149-A174, and I199-L268). The VP gene is shown in blue, the α-
factor prepro-leader to promote secretion in yeast in red and the shuttle vector in green. The 
areas of crossover between the fragments are represented by crosses. The overlapping areas 
between segments were created by superimposing PCR reactions in defined regions (see also 
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                         Figure S2 
Selected areas of VP subjected to MORPHING: proximal His environment (red), Met 
environment (yellow), and distal His environment (blue). The heme domain is depicted in 
stick mode and CPK colors. The amino acids delimiting mutated regions and the most 
relevant residues are highlighted (proximal and distal histidines; Mn2+ binding pocket with 
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         Figure S3 
Combinatorial saturation mutagenesis landscapes at positions 262 and 265 of VP. Clone 
activity is plotted in descending order. The solid horizontal line indicates the activity of the 
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Alkaline versatile peroxidase by directed 
evolution 
En este capítulo se describe la obtención de una peroxidasa 
versátil que es activa y estable en un amplio intervalo de pH 
siendo la primera peroxidasa ligninolítica con estos atributos, 
incluyendo activación e hiperactivación alcalina, así como 
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Supplemental data chapter 5 
Alkaline versatile peroxidase by directed evolution 
Authors: González-Perez, D., Mateljak, I., Garcia-Ruiz, E., Ruiz-Dueñas, F.J., 
Martínez, A.T., and Alcalde, M. 
Catal Sci Technol (2016) 6, 6625-6636. 
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Capítulo 6: 
Saccharomyces cerevisiae in directed 
evolution: an efficient tool to improve 
enzymes 
En este capítulo describen las principales características de la 
levadura Saccharomyces cerevisiae como hospedador heterólogo 
y vehículo recombinante (con el que crear protocolos de 
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Capítulo 7: 
Assembly of evolved ligninolytic genes in 
Saccharomyces cerevisiae 
En este capítulo se describe el desarrollo de un prototipo inicial 
de levadura de la podredumbre blanca, incluyendo la co-
expresión de enzimas ligninoliticas evolucionadas en 
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Supplemental data chapter 7 
Assembly of evolved ligninolytic genes in Saccharomyces 
cerevisiae 
Authors: González-Perez, D., and Alcalde, M. 
Bioengineered (2014) 5, 1-10.  
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Discusión general de resultados
Este capítulo resume los principales logros obtenidos en la Tesis 
Doctoral e incluye una discusión general que relaciona los 
resultados mostrados con el estado del arte actual y sus posibles 
vías de desarrollo futuro. 

p.187
Discusión general de resultados Capítulo 8 
1. Evolución dirigida para secreción y termoestabilidad: Punto de partida para el
diseño de VPs con estabilidad oxidativa mejorada y actividad a pH
neutro/alcalino
El gen codificante de la VP de P. eryngii (variante alélica VPl2) fue sometido a evolución 
molecular dirigida en el transcurso del Capítulo 2 con el fin de lograr su expresión funcional 
heteróloga en S. cerevisiae. Para adaptar la correcta expresión de la VP a la maquinaria de 
procesamiento y exportación de la levadura, en primer lugar su péptido señal nativo fue 
reemplazado por el pre-prolíder del factor alfa (un factor de apareamiento de células haploides 
en el ciclo vital de S. cerevisiae). De esta manera, la VP siguió una ruta secretora similar a la 
del factor alfa, al tiempo que se facilitaba su correcto plegamiento, procesamiento y exocitosis. 
Como sustrato para detectar la actividad oxidativa de la VP en los sobrenadantes celulares se 
escogió el ABTS, con lo cual se consiguió preservar la actividad de dos de los tres sitios 
catalíticos que posee la enzima (canal del hemo y Trp catalítico). El ABTS tiene muy buenas 
características para su uso en experimentos de evolución dirigida en levadura ya que presenta 
un límite de detección muy bajo (~5 nU/mL de VP), genera pocas interferencias con los 
sobrenadantes celulares y ofrece una gran estabilidad de la señal detectada; todo ello unido 
permite el diseño de diferentes protocolos HTS robustos y fiables (Garcia-Ruiz et al., 2010). 
Haciendo uso de este conjunto de elementos, se optimizaron las condiciones de expresión de 
la VP en levadura para el formato HTS (temperatura, agitación, humedad, fuente de grupo 
hemo, aireación, etc.), obteniéndose en el mejor de los casos unos niveles de expresión de 0,4 
mg/L, que aunque bajos, fueron suficientes para comenzar una campaña evolutiva hacia 
secreción mejorada.  
En el planteamiento de la estrategia evolutiva, el reto fue doble: en primer lugar se 
perseguía alcanzar una expresión funcional suficiente que permitiera llevar a cabo nuevas 
generaciones de evolución hacia diversos fines biotecnológicos, mientras que en segundo 
lugar se buscaba la mejora de la termoestabilidad de la enzima (que se afrontó en una segunda 
etapa del experimento evolutivo). Particularmente, el protocolo HTS de termoestabilidad fue 
específicamente diseñado para controlar la descompensación que resulta de mejorar la 
actividad enzimática a expensas de la estabilidad y viceversa (Romero and Arnold, 2009; 
Garcia-Ruiz et al., 2010). En efecto, dicho protocolo ha sido exhaustivamente empleado en 
nuestro laboratorio para evolucionar otras ligninasas incluyendo lacasas y UPO (Mate et al., 
2010; 2016b) así como rubiscos de origen bacteriano (material no publicado).  
 En total, se llevaron a cabo seis rondas de evolución dirigida (9.000 clones explorados) en 
las que el gen de fusión (α-preprolíder)-VP se sometió a diferentes técnicas de generación de 
diversidad utilizando protocolos in vivo e in vitro. Las cuatro primeras generaciones se 
enfocaron hacia la mejora de secreción incluyendo una ronda híbrida donde se aplicó tanto el 
protocolo HTS para la mejora de la expresión funcional como de la termoestabilidad. En las 
siguientes generaciones enfocadas a aumentar la termoestabilidad de la enzima se incrementó 
progresivamente la presión selectiva con el fin de acelerar el proceso de evolución adaptativa 
(i.e., la temperatura aplicada en el HTS fue incrementada de 60 ºC a 90 ºC).  
Las tasas mutagénicas aplicadas junto con un uso inteligente del in vivo DNA shuffling en 
S. cerevisiae permitió una acumulación promedio de una mutación por ciclo de evolución (i.e.
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el mutante de secreción presentó 4 mutaciones beneficiosas tras cuatro generaciones, mientras 
que el mutante de termoestabilidad acumuló 7 mutaciones tras seis generaciones (las 4 
mutaciones de la variante de secreción más 3 nuevas mutaciones termoestabilizantes)), lo que 
también alivió la inclusión de mutaciones neutrales o perjudiciales. 
El mutante de secreción (variante R4) mostró una mejora en la expresión funcional de la 
VP ~ 129 veces, con niveles de secreción próximos a los 22 mg/L en condiciones de cultivo 
controladas. Por su parte, el mutante de termoestabilidad (variante 2-1B) obtenido presentó 
una mejora de 8 ºC en su valor de T50 (temperatura a la cual la enzima conserva el 50% de su 
actividad tras una incubación de 10 min) frente al tipo parental. Ambas variantes fueron 
purificadas y caracterizadas en detalle, tanto bioquímica- como espectrofotométricamente 
revelando propiedades interesantes, y en algunos casos no esperadas, que abrieron el camino 
para futuras campañas evolutivas (Figura 1). Estas mejoras fueron particularmente:  
i) El aumento en la estabilidad oxidativa del mutante de secreción R4, que
estableció el punto de partida para la evolución hacia resistencia a H2O2.
ii) La estabilización a pH alcalinos del mutante de termoestabilidad 2-1B, que
permitió emplearlo como parental para la evolución hacia actividad a pHs básicos.
Figura 1. Diferentes rutas evolutivas recorridas en la Tesis Doctoral para el diseño de VP mejoradas en 
secreción, termoestabilidad, estabilidad oxidativa y actividad/estabilidad a pHs alcalinos. 
Las estrellas indican aparición de nuevas mutaciones, mientras que los cuadrados denotan la acumulación de la 
mutación en cada caso. T50: temperatura a la cual la enzima conserva el 50% de su actividad tras una incubación 
de 10 min. H2O2 t1/2: tiempo que tarda la enzima en perder el 50% de su actividad en un tratamiento de 3.000 
equivalentes de H2O2, pH 7,0 y 25 ºC. 
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El diseño de VPs que sean resistentes al daño oxidativo (como el propuesto en el primer 
caso) permitiría aumentar la estabilidad operacional del biocatalizador en todos los procesos 
biotecnológicos donde las peroxidasas encuentran aplicación. Por otro lado, la obtención de 
VPs activas en un amplio rango de pH (como el propuesto en el segundo caso) facilitaría su 
uso en un amplio espectro de aplicaciones, como p. ej. la solubilización de polímeros con 
aplicaciones biomédicas, procesos de síntesis en la industria farmacéutica, formulaciones 
cosméticas (como ya se ha propuesto para la LiP), o la degradación de PAHs y asfaltenos 
contenidos en combustibles fósiles con la intención de reducir su carácter carcinogénico tras la 
combustión (Ayala et al., 2007b; Falade et al., 2016; Sakai et al., 2009). 
2. Evolución dirigida de la VP hacia estabilidad oxidativa
Como se ha mencionado en la sección anterior, para llevar a cabo la mejora de la 
estabilidad oxidativa de la VP, se seleccionó como punto de partida la variante de secreción 
(mutante R4) que se obtuvo en la campaña para expresión funcional. Los principales motivos 
para emplear R4 como parental del proceso de evolución hacia resistencia oxidativa fueron su 
valor de Km para el H2O2 (incrementado en 4 veces respecto al parental y que otorgó al 
mutante elevadas actividades específicas bajo condiciones saturantes), así como sus elevados 
niveles de secreción (que permitirían asumir las posibles pérdidas de actividad asociadas a la 
estabilización oxidativasin que el HTS perdiera fiabilidad; ver más adelante).  
 El daño oxidativo generado por concentraciones catalíticas de H2O2 es una característica 
muy difícil de mejorar en las peroxidasas. Esto se debe a que la oxidación de aminoácidos es 
un proceso que puede ocurrir tanto en la superficie de la proteína como en sus cavidades o 
sitios de unión a sustratos. En el caso particular de las peroxidasas, este proceso inhibitorio 
está estrechamente asociado al mecanismo de acción de la enzima (i.e. el H2O2 es tanto el co-
sustrato/activador de la enzima como un potente inhibidor). Es por ello, que la mejora de esta 
característica se ha abordado fundamentalmente mediante ingeniería genética, ya sea a través 
de diseño racional sustituyendo aminoácidos oxidables de la proteína, como Met o Cys por 
otros de bajo potencial redox (Kim et al., 2001; Sáez-Jiménez et al., 2015a; Ogola et al., 2010; 
Valderrama et al., 2002), o bien mediante experimentos de evolución dirigida. Siendo en estos 
últimos en los que se ha empleado como criterio selectivo del proceso de evolución la 
incubación de las variantes generadas bajo altas concentraciones de H2O2, donde éstas son 
rápidamente inactivadas. Si bien este tipo de estrategias HTS permiten un cribado rápido de 
las librerías, no facilitan la identificación precisa de variantes mejoradas al no incluir en la 
ecuación una medida de actividad total en condiciones no inhibitorias. Por este motivo, en la 
evolución de la VP hacia estabilidad oxidativa se desarrolló un nuevo protocolo HTS basado 
en la determinación de la actividad inicial de las variantes con respecto a su actividad residual 
obtenida tras incubación en presencia de H2O2. En la aplicación de este HTS la presión 
selectiva determinada por la concentración de H2O2 se fue incrementando tras los ciclos 
sucesivos desde 0,3 mM hasta alcanzar 0,6 mM. De esta forma se consiguió aumentar la 
estabilidad oxidativa de la VP discriminando entre las mejoras destinadas a la estabilización 
oxidativa de la enzima, frente a las mejoras implicadas en los niveles de secreción, o aquéllas 
que afecten directamente a los parámetros cinéticos. Además, se incorporó un tercer re-
screening en el que se analizaron los valores de T50 de las variantes positivas y sus vidas 
medias aparentes frente a H2O2 permitiendo una selección precisa de los clones con 
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características mejoradas. En este proceso de evolución dirigida se exploraron un total de 
15.000 clones durante cinco generaciones consecutivas. 
Al contener en su estructura varios sitios catalíticos y canales, la VP soporta un alto 
tránsito de ROS que la hacen más sensible a la inactivación por H2O2. Es por ello que uno de 
los principales abordajes acometidos en el diseño evolutivo de la VP fue a través de la 
construcción de librerías inteligentes, donde las cargas de mutaciones aleatorias y los eventos 
de recombinación se enfocaron en regiones concretas de la proteína mientras se conservó 
inalterado el resto de la estructura proteica. Bajo esta premisa surgió el desarrollo del 
protocolo de MORPHING (Mutagenic Organized Recombination Process by Homologous IN 
vivo Grouping), lo que ha permitido la evolución enfocada de la VP y de muchas otras 
enzimas diseñadas mediante evolución dirigida en nuestro laboratorio (véase siguiente 
sección). 
Así, tras un alineamiento múltiple estructural de la VP junto con diversas peroxidasas con 
estabilidad oxidativa mejorada, se seleccionaron tres regiones para ser sometidas a 
MORPHING comprendiendo: i) la parte superior de la cavidad del grupo hemo (incluyendo 
los aminoácidos catalíticos y su entorno), ii) la parte inferior del hemo (abarcando el entorno 
de la histidina proximal), y iii) una región axial al grupo hemo que contiene tres de las cuatro 
metioninas potencialmente oxidables en la VP (Met247, Met262 y Met265) y su entorno. La 
exploración de la región iii) dio lugar a un efecto inesperado, ya que no reveló ningún mutante 
mejorado que reemplazara alguno de los residuos de Met oxidables explorados. Cuando en 
rondas posteriores los residuos de Met262 y Met265 se sometieron a estudios de mutagénesis 
saturada combinatorial (donde se exploran las posibles combinaciones y permutaciones de los 
20 aminoácidos posibles en las dos posiciones dadas) se confirmaron los resultados obtenidos 
mediante MORPHING, con un 95% de clones inactivos en la librería combinatorial. Esto 
demostró la importancia de los residuos de Met en la VP para su buen funcionamiento. 
Recientemente se ha descrito una variante de VP en la que únicamente la sustitución 
simultánea de sus cuatro metioninas dio lugar a una mejora en la estabilidad oxidativa, pero a 
expensas de una notable reducción en su actividad; resultados que complementan los efectos 
arriba descritos (Sáez-Jiménez et al., 2015a).  
En lo referente a los resultados del MORPHING en las regiones i) y ii), se descubrieron 
una serie de mutantes mejorados con substituciones en las posiciones 40, 45 y 141 de la VP. 
Sin embargo, las posiciones 40 y 45 se encontraron muy próximas entre sí como para permitir 
que la maquinaria de recombinación de S. cerevisiae las recombinara en un único mutante, lo 
cual obligó a diseñar nuevas variantes mediante mutagénesis dirigida convencional que 
mostraron estabilidades oxidativas mejoradas como resultado de las sinergias establecidas 
entre las tres mutaciones beneficiosas. 
Tras cuatro rondas de evolución dirigida haciendo uso de un amplio abanico de técnicas de 
creación de diversidad tanto in vitro como in vivo, se obtuvo una batería de mutantes que 
portaban diferentes combinaciones de mutaciones beneficiosas. Tal variedad proporcionó 
diferencias en las propiedades mejoradas de las variantes como distintas actividades, 
termoestabilidades y estabilidades oxidativas. Este complejo escenario mutacional llevó a 
pensar en el desarrollo de una nueva técnica que permitiera explorar los posibles efectos 
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epistáticos entre las diferentes mutaciones encontradas, con el fin de revelar la mejor 
combinación posible entre ellas. Teniendo este objetivo en mente, se desarrolló la técnica del 
DNApuzzle, la cual toma ventaja del potencial que supone el uso de la maquinaria de 
recombinación de S. cerevisiae. De este modo, se facilitó la recombinación de bloques de 
secuencia evolucionados que portaban las diferentes mutaciones beneficiosas, y que se 
encontraban localizadas en distintos entornos mutacionales (bloques de secuencia 
evolucionados). El proceso de recombinación in vivo de los bloques de secuencia 
evolucionados permitió crear una única librería mutagénica que incluyó tanto la 
recombinación entre diferentes bloques de secuencia, como la recombinación de las distintas 
mutaciones contenidas en los mismos, siempre y cuando no se encontrasen a una distancia 
inferior a ~50 pb (donde la eficiencia de la maquinaria celular de S. cerevisiae ya es limitada).  
 Para llevar a cabo esta técnica, se hizo necesario un detallado análisis de los bloques de 
secuencia que mejor se adaptasen a la necesidad de alcanzar un compromiso entre actividad y 
estabilidad (tanto térmica como oxidativa). El gen de la VP se fragmentó mediante PCR en 
tres segmentos diferenciados dando lugar a la amplificación de nueve bloques de secuencia 
diferentes, que posteriormente se recombinaron in vivo en la levadura mediante un único paso 
de transformación. Finalmente, los clones resultantes se sometieron al protocolo HTS hacia 
estabilidad oxidativa seleccionando dos variantes finales que mostraron 7 y 8 mutaciones, 
respectivamente. En ambos casos se llegó a un consenso pleno entre los parámetros de 
actividad y estabilidad (oxidativa y térmica), aunque cada mutante denotó unas características 
diferenciales. Por ejemplo, la variante SIth (con 8 mutaciones) presentó una alta estabilidad 
oxidativa y térmica, pero actividad disminuida frente al tipo parental. A diferencia de ésta, la 
variante AT-AT (con 7 mutaciones) mostró inferiores estabilidades frente a la variante SIth, 
pero una mayor actividad que en éste último.  
Los resultados obtenidos en este trabajo fueron interpretados mediante un análisis 
estructural con otras peroxidasas mejoradas hacia estabilidad oxidativa, lo que permitió 
proponer una serie de consideraciones generales que podrían emplearse para mejorar la 
estabilidad oxidativa de otras peroxidasas en futuros estudios, como son:  
i) Todo parece indicar que cuanto mayor es el número de canales y centros activos en
la peroxidasa, más sensible es a la presencia de H2O2 debido al alto tránsito de
ROS. Esta observación se extrae de la comparación de las propiedades de los
mutantes AT-AT y SIth: esta última variante reemplazó uno de los tres ácidos que
coordinan la esfera de Mn2+ por un aminoácido voluminoso bloqueando
parcialmente el acceso a dicho canal y aumentando su estabilidad oxidativa,
mientras que la variante AT-AT aún preservó el acceso a sus tres sitios de
oxidación siendo más susceptible a la inactivación suicida.
ii) En relación con el punto i), la reducción de la reactividad de la enzima parece
encontrarse en estrecha relación con el aumento en la estabilidad oxidativa,
probablemente debido a la reducción de la población de ROS y otros radicales. Este
efecto se ha observado al modular la posición de la hélice B mediante la sustitución
de las posiciones 45 y 103 de la VP en éste y otros trabajos (Cherry et al., 1999;
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Sáez-Jiménez et al., 2015a), así como tras la substitución de la Phe proximal 
(Phe186). 
iii) La sustitución de los residuos de Met es una estrategia de estabilización ya
demostrada, pero con un efecto sumamente perjudicial sobre la actividad enzimática
que se debe valorar antes de acometer dichos experimentos.
iv) El grado de compactación de la enzima parece determinar su estabilidad oxidativa,
ya que puede impedir el acceso de ROS a zonas críticas de la estructura evitando su
desestabilización (efecto que se puede discernir de la eliminación de sitios
catalíticos y diferencias en la estructura terciaria que modulan la robustez de la
proteína, éste es el caso de los resultados obtenidos tras la substitución de las
posiciones 35, 40, 45, 83, 86, 103, y 107 en la VP).
3. MORPHING: Una herramienta versátil de evolución enfocada
La técnica de MORPHING encuentra sus bases en el modo que tiene de actuar la eficiente 
maquinaria de recombinación homóloga que posee S. cerevisiae. Años atrás, se desarrolló en 
nuestro laboratorio una técnica de recombinación de DNA en levadura que recibió el nombre 
de IVOE (In Vivo Overlap Extension), y que consiste en recombinar fragmentos de DNA 
mediante la ingeniería de extremos solapantes con una extensión de 40-45 pb (Alcalde, 2010), 
esta técnica puede ser aplicada para realizar mutagénesis dirigida, saturada, de inserción y 
deleción. Ciertamente, MORPHING, como la mayoría de los protocolos de creación de 
diversidad en levadura (véase Capítulo 5), se rige por los mismos principios.  
Mediante el protocolo de MORPHING se pueden introducir mutaciones de manera 
aleatoria y eventos de recombinación en segmentos específicos, previamente determinados por 
el investigador en base a estudios previos (p. ej. haciendo un uso racional de la estructura de la 
enzima, o bien tras el análisis de una determinada ruta evolutiva). Mientras que los segmentos 
diana se amplifican por PCR mutagénica, los segmentos restantes de la proteína se obtienen 
mediante PCR de alta fidelidad, pero en todos los casos se planifica la inclusión de secuencias 
solapantes de ~40 pb (por debajo de este límite la eficiencia de recombinación se ve mermada 
significativamente (Hua et al., 1997; Oldenburg, 1997)). Dichos brazos solapantes flanquean 
cada producto de PCR y se generan a partir de los propios moldes de partida (i.e. son 
secuencias extra incorporadas en los oligos cebadores). El pool de fragmentos resultantes de la 
reacción de PCR se transforma posteriormente en la levadura (junto con el plásmido 
linearizado) para que su maquinaria de recombinación lleve a cabo el ensamblaje del gen 
completo junto con la reparación y circularización del plásmido episómico, creándose la 
librería de mutantes que contiene las mutaciones en aquella(s) región(es) que se quiera(n) 
explorar quedando intactas las zonas restantes.  
Además, la evolución enfocada por MORPHING permite la exploración de las regiones 
seleccionadas tanto de manera independiente como de manera combinatorial (i.e. barajando 
los segmentos mutagenizados para la generación de una única librería), dependiendo del 
abordaje que se necesite en cada caso (Figura 2).  
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Figura 2. Esquema general del protocolo de MORPHING aplicado a la exploración de una única región 
o varias regiones simultáneas. 
La creación de las librerías mutagénicas a través de MORPHING pretende reducir los esfuerzos experimentales
invertidos en procesos HTS aumentando la posibilidad de encontrar mutantes ganadores dentro de librerías más
manejables, de fácil exploración, conocidas como “smart mutant libraries”. Esto se hace posible mediante la
exploración específica de la región o regiones mutagénicas previamente seleccionadas, con ayuda de algoritmos
computacionales (p. ej. en base a estudios de QM/MM o de dinámica molecular) u otras herramientas que
puedan tener algún papel en la mejora de la característica deseada. Las estrellas indican las mutaciones
introducidas mediante PCR mutagénica. Las cruces negras indican las áreas de recombinación entre
fragmentos. M: regiones mutagénicas, HF: regiones amplificadas con alta fidelidad. 
p.194
Discusión general de resultados Capítulo 8 
Una idea general de la versatilidad que ofrece el método MORPHING se puede apreciar en 
numerosos estudios recientes llevados a cabo en nuestro grupo, donde se ha aplicado para 
desenmascarar mutaciones consenso/ancestrales en la AAO (Viña-Gonzalez et al., 2015; 
Viña-Gonzalez et al., 2016), aumentar la termoestabilidad y el potencial redox de lacasas 
(material no publicado), mejorar la actividad de la UPO para la síntesis de metabolitos 
humanos de fármacos (p.ej. 5’- hidroxipropranolol) y mejorar su actividad peroxigenasa (Mate 
et al., 2016b; material no publicado). Además también se ha adaptado y empleado con éxito el 
protocolo de MORPHING in vitro para enzimas expresadas funcionalmente en E. coli como 
rubiscos y β-lactamasas (material no publicado). 
4. Evolución dirigida de la VP hacia actividad a pH neutro/alcalino
La oxidación de sustratos en el rango de pH neutro/alcalino es una característica ausente en 
todas las PODs descritas hasta la fecha debido a su baja estabilidad alcalina. Notablemente, 
dicha estabilidad sí fue adquirida -de manera inesperada- en el mutante de termoestabilidad de 
la VP (variante 2-1B) descrito en el Capítulo 2. Un reciente estudio sobre esta variante ha 
permitido revelar que su alta estabilidad alcalina se debe a la presencia de un esqueleto 
estabilizante formado por las mutaciones E37K, H39R y G330R (Sáez-Jiménez et al., 2016). 
Dicho “andamiaje” permitió crear nuevas interacciones en el entorno del grupo hemo 
estabilizando y promoviendo el anclaje de los calcios estructurales, lo que evita en última 
instancia, la formación de un complejo hexacoordinado del hemo, que de otra manera, 
colapsaría e inactivaría la enzima (véase apartado 3.3.3 del Capítulo 1). A pesar de su 
estabilidad alcalina, el mutante 2-1B no mostró actividad a pH neutro/alcalino en ninguno de 
los tres sitios catalíticos presentes en la VP. Este hecho indicó que la actividad alcalina en las 
PODs no solo se encuentra limitada por su estabilidad asociada a la pérdida de los calcios 
estructurales como se describía en la literatura hasta el momento, sino que también requiere de 
nuevos atributos para poder ser activa en condiciones de pH neutro o alcalino.  
De esta manera, con el fin de generar actividad a pH alcalino en la VP, se escogió el 
mutante 2-1B como punto de partida de esta nueva ruta evolutiva. En primer lugar se diseñó 
un protocolo HTS dual basado en la oxidación de ABTS con el que ampliar el perfil de 
actividad de la enzima hacia el lado alcalino, al tiempo que se mantuviera la capacidad de 
oxidación a pH ácido. Para mejorar la actividad a pHs básicos se introdujo una presión 
selectiva mediante el incremento gradual del pH de actividad desde 6,0 unidades hasta valores 
de 8,5. Con los valores de actividad determinados tanto a pH óptimo (4,0) como a pH 
neutro/alcalino, se estableció como criterio selectivo la selección de variantes que mejoraran 
su actividad a pH neutro/alcalinos, mientras retuvieran una actividad a pH óptimo ≥80% con 
respecto al tipo parental 2-1B. Como en las rutas anteriores, se incorporó un tercer re-
screening en el que se determinaron los perfiles de pH, estabilidades a pH, y 
termoestabilidades para cada variante seleccionada. Esto garantizó la correcta ejecución de la 
estrategia evolutiva planteada. 
Tras tres generaciones de evolución dirigida y 5.000 clones analizados se obtuvo el 
mutante BB-8, el cual acumuló únicamente tres mutaciones adicionales sobre la secuencia del 
parental 2-1B (P141A, Q229P, P182S), gracias nuevamente a un preciso control de las 
condiciones mutagénicas. BB-8 amplió notablemente su perfil de pH mostrando actividad en 
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la región estrictamente ácida pH 3-4 (como su parental), así como en el intervalo de pH 5-9 
donde la actividad del parental es indetectable. Aunque la mejora de actividad más drástica se 
consiguió con el sustrato empleado durante el proceso de screening (ABTS), también se 
observó un desplazamiento en el perfil de pH para otros sustratos oxidados en el canal del 
hemo como guayacol y ácido sinapico. Desafortunadamente, la actividad frente a Mn2+ de la 
enzima se vio significativamente mermada debido a la introducción de una mutación en las 
proximidades de este sitio catalítico (P182S). Sorprendentemente, la mutación que afectó la 
oxidación de Mn2+ también aportó las primeras evidencias experimentales de su implicación 
en la oxidación directa de ABTS en dicho sitio a pH neutro/alcalino con un máximo de 
actividad a pH 6,0. La oxidación de ABTS en el sitio de unión de Mn2+ a pHs neutros fue un 
importante hallazgo, ya que hasta el momento no se había mostrado experimentalmente tal 
efecto en las PODs, habiendo sido solamente descrito para MnPs a pHs ácidos (Fernández-
Fueyo et al., 2014).  
A pesar de las mejoras de actividad atribuidas al canal principal de acceso al grupo hemo, 
y al sitio de oxidación de Mn2+ para ABTS, no se apreció mejora significativa en el Trp 
catalítico. Es bien sabido que la oxidación de sustratos de alto potencial redox ocurre cuando 
el Trp164 se encuentra en forma de radical catiónico (radical triptofanil, Trp•+; Morales et al., 
2012; Pérez-Boada et al., 2005; Sáez-Jiménez et al., 2015b). Si se tiene en cuenta que el 
potencial redox estándar de este radical decae en función del aumento del valor de pH 
(Morozova and Yurkovskaya, 2015), y que su pKa se sitúa en torno a 4,3 unidades de pH 
(aunque este valor puede variar ligeramente dependiendo del microambiente en el que se 
encuentre el radical (Solar et al., 1991; Zhang and Hammarström 2011)), es razonable pensar 
que dicho residuo en la VP a pH alcalino se encuentra en forma de radical neutro (descargado) 
y con un reducido potencial redox incapaz de oxidar sustratos en estas condiciones. De esta 
manera, la ruta interna de transferencia electrónica de largo recorrido desde el Trp164 hacia el 
hemo se encontraría permanentemente bloqueada a pH > 5. La presencia de un radical neutro 
ha sido detectada en la VP mediante técnicas de EPR, pero aún no se ha determinado la 
actividad catalítica que pueda tener dicho radical (Pogni et al., 2006). Entre las razones que 
apoyan nuestra hipótesis se encuentran: la carencia de actividad en el Trp164 para el parental 
(2-1B) por encima de pH 5,0 (aun siendo estable), la ausencia de mejoras frente a sustratos de 
alto potencial redox, y la ausencia de mutaciones localizadas en el entorno de este sitio 
catalítico. Sin embargo, para arrojar luz sobre este asunto sería conveniente realizar un estudio 
más detallado incluyendo una batería de mutantes y sustratos de bajo potencial redox 
susceptibles de ser oxidados en el Trp catalítico (Morales et al., 2012). De esta manera, la 
posible ausencia de actividad a pH neutro/básico del Trp catalítico sobre sustratos de bajo 
potencial ayudaría a confirmar nuestra hipótesis.  
Finalmente, es importante reseñar que se detectó un fenómeno de hiperactivación en la 
variante BB-8 tras una incubación de 72 horas a pHs alcalinos. Dicha hiperactivación fue 
estudiada con distintos sustratos de bajo potencial redox (ABTS, DMP, guayacol, catecol) 
mostrando diferentes grados de hiperactivación dependientes del sustrato testeado 
(ABTS~DMP>catecol>guayacol). Para determinar si se trataba de algún fenómeno de 
dimerización enzimática vinculada al pH se realizaron pruebas de ultracentrifugación analítica 
que descartaron este efecto. Por el momento se desconoce el proceso por el que se regula la 
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hiperactivación en este mutante a pHs alcalinos, pero estudios futuros más detallados ayudarán 
a esclarecer el mecanismo por el que se rige dicho fenómeno. 
5. Creación de un prototipo inicial de levadura de podredumbre blanca a partir del
ensamblaje de genes ligninolíticos evolucionados
La creación de un primer prototipo de levadura de podredumbre blanca (WRY, white-rot 
yeast) capaz de procesar el material lignocelulósico es una meta muy interesante que puede 
tener cavidad en multitud de aplicaciones biotecnológicas, como la producción de 
biocombustibles en las biorefinerías integrales (Hong and Nielsen, 2012; Nielsen et al., 2013). 
Además del evidente potencial industrial de este microorganismo sintético, también ofrecería 
la posibilidad de estudiar con un mayor control el mecanismo de acción del consorcio 
ligninolítico. Al tratarse de un objetivo muy ambicioso, las metas más inmediatas que se han 
propuesto se enfocan en la creación de un aparato ligninolítico minimizado (miniligninosoma 
o lignosecretoma artificial), y otro degradador de celulosa (minicelulosoma), como se recoge
en la Figura 3.
Figura 3. Esquema general de la ingeniería planeada llevar a cabo en S. cerevisiae para su utilización en 
el aprovechamiento de la biomasa lignocelulósica. 
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La levadura S. cerevisiae ha sido seleccionada como hospedador heterólogo para la 
expresión de estos consorcios degradadores, porque es un microorganismo modelo en biología 
sintética exitosamente empleado como factoría celular en la producción de biocombustibles a 
partir de azúcares contenidos en la biomasa vegetal. Gracias al trabajo llevado a cabo en los 
últimos años en nuestro laboratorio, se ha conseguido expresar funcionalmente en esta 
levadura una amplia representación de ligninasas de las que ahora podemos tomar ventaja para 
el diseño del WRY.  
Algunas de las cuestiones que surgieron a la hora de comenzar a construir este prototipo de 
levadura fueron: ¿Es posible expresar varios genes ligninolíticos en la misma levadura sin 
afectar a su metabolismo, sin derivar en un exceso de consumo energético, o sin que esto sea 
tóxico para la célula?, ¿Existe un número límite de ligninasas que se puedan expresar 
heterólogamente en la levadura?, ¿Los niveles de expresión de las ligninasas serán suficientes 
para obtener una flujo adecuado de degradación del material lignocelulósico?. Aunque muchas 
de estas cuestiones se mantienen aún sin una respuesta clara, el trabajo llevado a cabo en el 
Capítulo 7 ha permitido esclarecer algunos aspectos importantes. 
Como prueba de concepto se abordó la expresión funcional conjunta de una lacasa del 
basidiomiceto PM1 (previamente evolucionada hacia expresión funcional y tolerancia a sangre 
humana (Mate et al., 2013a)), y el mutante termoestable 2-1B de la VP (véase Capítulo 2), 
utilizando una serie de construcciones basadas en vectores bi-direccionales de la familia 
pESC. Con dichas construcciones se pretendía abordar la posibilidad de expresar ambos genes 
en la misma célula de levadura, y si esto fuera posible, estudiar de qué manera se verían 
afectados los niveles de expresión en cada caso. De manera paralela, también se estudió el 
efecto de las condiciones de cultivo en formato de microplaca y en matraz; donde las 
condiciones de cultivo son diferentes. 
 Los genes de la VP y la lacasa se clonaron bajo el control de diferentes cassettes de 
expresión incluyendo los pares promotor y terminador GAL1/ CYC1 y GAL10/ADH1. Los 
resultados de este trabajo mostraron que la co-expresión de ambas enzimas es posible en una 
única célula de levadura sin ejercer toxicidad aparente. No obstante, los niveles de co-
expresión comparados con los de expresión independiente descendieron entre 4-5 veces para 
la co-expresión en microplaca, y entre 6-10 veces para matraz. Además, se observó de manera 
general que los niveles de expresión de ambos genes utilizando el cassette de expresión 
GAL10/ADH1 se vieron aumentados. La mejor construcción para expresar niveles similares 
de lacasa y VP en el medio de cultivo fue GAL10/Lac/ADH1-GAL1/VP/CYC1. Con estos 
resultados se hizo más esperanzadora la construcción de un WRY más avanzado llevando a 
pensar en los siguientes pasos a realizar.  
La idea del miniligninosoma no es co-expresar una gran cantidad de PODs y otras 
ligninasas como frecuentan hacer los hongos de podredumbre blanca en la naturaleza (Tabla 
1), sino reducirlo a una selección de genes diseñados ad-hoc, con propiedades mejoradas y 
mayor potencial biotecnológico, con lo que el efecto es doble al simplificar el modelo al 
tiempo que se evita un innecesario gasto energético en la levadura.  
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Tabla 1. Número de PODs y otras peroxidasas en los hongos de podredumbre blanca.  
















MnP 6 6 5 0 
LiP 12 5 10 0 
VP 1 0 0 0 
GP 1 0 1 1 
20 11 16 1 Total de PODs 
HTP 4 2 2 3 
DyP 10 3 0 2 
34 16 18 6 Total de peroxidasas 
AAO 11 3 3 1 
MOX 5 6 3 4 
GOX 0 0 1 0 
CDH 1 1 1 0 
P2O 1 1 1 0 
18 11 9 5 Total GMCs 
Tabla adaptada de Ruiz-Dueñas et al., 2013, Ferreira et al., 2015.  
PODs (peroxidasas ligninolíticas), MnP (Manganeso peroxidasa), LiP (Lignina peroxidasa), VP (Peroxidasa 
versátil), GP (Peroxidasa genérica), HTP (Peroxidasa hemotiolada), DyP (peroxidasa decolorante de tintes), 
AAO (aril-alcohol oxidasa), MOX (Metanol oxidasa), GOX (Glucosa oxidasa), CDH (Celobiosa 
deshidrogenasa), P2O (Piranosa 2-oxidasa). 
Un ejemplo muy interesante de consorcio ligninolítico reducido podría albergar cuatro 
enzimas incluyendo una lacasa de alto potencial redox, una VP (evitando así la necesidad de 
MnPs y LiPs), una UPO, y una AAO que proporcione H2O2 al sistema ligninolítico. 
Experimentos recientes llevados a cabo en nuestro laboratorio confirman preliminarmente que 
la co-expresión de estos cuatro genes es posible, y no se descarta la inclusión de nuevas 
alternativas ligninolíticas que mejoren las prestaciones del sistema (material no publicado). 
Además este sistema ligninolítico podría ser mejorado mediante evolución dirigida al tener ya 
establecida la plataforma de evolución basada en la propia levadura.  
En última estancia, se podrían activar y/o desactivar diferentes genes en los cassettes de 
expresión para estudiar las sinergias, actividades e implicaciones de las diferentes enzimas 
sobre ligninas modelo y/o materiales lignocelulósicos más complejos. De esta manera, el 
miniligninosoma ofrecería un modelo sintético de degradador selectivo de lignocelulosa, que 
además podría convertirse en un modelo degradador simultáneo acoplándole a modo de 
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1. La VP de P. eryngii fue sometida a seis ciclos de evolución molecular dirigida hacia la
mejora de su expresión funcional en S. cerevisiae y de su termoestabilidad cinética. El
mutante de secreción obtenido en este proceso (variante R4, comprendiendo 4 mutaciones)
mejoró su expresión funcional ~ 129 veces, lo que se tradujo en unos niveles de secreción de
~ 22 mg/L. La caracterización bioquímica de dicho mutante reveló una disminución de su
afinidad por H2O2 y una estabilidad oxidativa mejorada, por lo que se escogió como parental
para una nueva campaña evolutiva hacia estabilización oxidativa.
2. El mutante de termoestabilidad de la VP (variante 2-1B, comprendiendo 7 mutaciones)
incrementó 8 ºC su valor de T50 respecto al parental. Además, se observó un aumento
significativo en su estabilidad alcalina conferido a través de un eje estabilizante de tres
mutaciones. Así, 2-1B mostró una actividad residual de más del 60 % tras 120 horas de
incubación a pH 9,0, y un desplazamiento del pH óptimo de actividad frente a ABTS de pH
3,0 a pH 4,0, por lo que este mutante se escogió como parental para una nueva campaña
evolutiva hacia actividad alcalina.
3. Partiendo del mutante R4, se llevaron a cabo cinco generaciones de evolución dirigida para
la mejora de la estabilidad oxidativa. Para ello, se diseñó un protocolo HTS basado en el
análisis de las vidas medias aparentes de los mutantes frente a H2O2, así como de sus
actividades y termoestabilidades, lo que permitió una selección precisa de los clones con
mejores características. Con la finalidad de acelerar el proceso evolutivo, el estrés oxidativo
durante el HTS fue incrementado en el transcurso de la evolución hasta concentraciones de
0,6 mM de H2O2.
4. Durante esta ruta evolutiva, se utilizó una batería de herramientas in vivo e in vitro para la
creación de diversidad genética, incluyendo el desarrollo de la técnica de MORPHING
destinada a introducir mutaciones y recombinaciones en regiones específicas de la proteína
manteniendo el resto de la estructura inalterada. En el último ciclo evolutivo se aplicó un
nuevo método para la recombinación in vivo de bloques de secuencia independientes
(DNApuzzle), que permitió encontrar la mejor combinación posible de mutaciones
beneficiosas -a partir de mutantes procedentes de diferentes etapas del proceso- alcanzando
un compromiso razonable entre la actividad y la estabilidad oxidativa.
5. Los dos mejores mutantes de esta campaña evolutiva, la variante AT-AT (con 7 mutaciones)
y la variante SIth (con 8 mutaciones), aumentaron su estabilidad oxidativa 6 y 12 veces,
respectivamente. Empleando 3.000 equivalentes de H2O2 (a 25 ºC y pH 7,0), la variante SIth
mostró una vida media de 35 min (y una termoestabilidad mejorada en ~ 6 ºC), mientras que
para la variante AT-AT fue de 18 min, frente a los 3 min del parental R4.
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6. Partiendo del mutante de termoestabilidad (variante 2-1B), se llevaron a cabo tres nuevas
generaciones de evolución dirigida para conferir actividad a pH neutro/alcalino. Para ello, se
diseñó un protocolo HTS en el que se incrementó la presión selectiva generación tras
generación (de pH 6,0 a pH 8,5) al tiempo que se amplió el perfil de pH. 
7. El mutante final de esta ruta (variante BB-8) acumuló tres nuevas mutaciones que le
permitieron mostrar actividad en el intervalo de pH 5,0 a 9,0 frente a ABTS, donde el
parental no es activo. BB-8 también mejoró la actividad a pH neutro/alcalino con los
sustratos guayacol, ácido sinápico, y ligeramente con alcohol veratrílico.
8. La variante BB-8 mostró por primera vez la capacidad de oxidar directamente ABTS en el
sitio de oxidación de Mn2+ bajo pH neutro/alcalino a costa de reducir significantemente su
actividad frente a Mn2+. Tras un estudio complementario basado en mutagénesis racional y
molecular docking, dicho fenómeno se atribuyó en exclusiva a la mutación P182S localizada
en la vecindad del sitio de Mn2+.
9. El mutante VP de termoestabilidad 2-1B y una lacasa de alto potencial redox (evolucionada
previamente para secreción en levadura y resistencia a sangre humana) se co-expresaron
funcionalmente en S. cerevisiae mediante el uso de vectores bi-direccionales. La co-
expresión de VP y lacasa se llevó a cabo en microplaca y matraz bajo diferentes cassettes de
expresión incluyendo los pares promotor/terminador GAL1/CYC1 y GAL10/ADH1. En
términos generales, la expresión de los genes individuales bajo GAL10/ADH1 fue el sistema
más efectivo. Sin embargo, para la co-expresión de ambos genes con similares niveles de
expresión fue necesaria la construcción GAL1/VP/CYC1-GAL10/Lacasa/ADH1.
10. Se diseñó un prototipo inicial de levadura de podredumbre blanca (WRY) con un reducido
aparato degradador de lignina, que constituye una base apropiada para la construcción de un
microorganismo artificial más sofisticado con potenciales aplicaciones en biología sintética.
Particularmente, el WRY podría encontrar aplicación en la producción de biocombustibles a
partir de material lignocelulósico en las biorefinerías integrales, además de servir como
modelo de estudio del complejo proceso de degradación de lignina.
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1. The VP from P. eryngii was subjected to six rounds of molecular evolution for functional
expression and thermostability in S. cerevisiae. The secretion mutant obtained in this process
(R4 variant, harbouring 4 mutations) improved its functional expression ~129-fold, which
raised the secretion levels around 22 mg/L. The biochemical characterization of this variant
showed a reduction in its affinity for H2O2 along with an improved oxidative stability. This
mutant was selected as parental type for a new directed evolution campaign towards
oxidative stabilization.
2. The termostability mutant of VP (2-1B variant, harbouring 7 mutations) enhanced its T50
value around 8 ºC respect to the parental type. In addition, a significant improvement was
observed in its alkaline stability supported by a three mutation stabilizing backbone. Thus, 2-
1B showed a residual activity over 60 % after incubation for 120 h at pH 9.0, and a shift in
the optimum pH for ABTS activity (from pH 3.0 to pH 4.0). Accordingly, the mutant 2-1B
was chosen as parental type for a new directed evolution campaign towards activity at
alkaline pH.
3. By using as starting point R4 mutant, five generations of directed evolution were performed
to improve the oxidative stability in VP. For this purpose, a HTS protocol was designed by
analyzing apparent half-lives against H2O2 of the new mutants, as well as their activities and
stabilities, allowing a precise selection of improved clones. With the aim of speeding up the
evolution process, the oxidative stress during HTS was incremented along the evolution up
to concentrations of 0.6 mM H2O2.
4. In this evolution route, an array of in vivo and in vitro tools was used for the creation of
DNA diversity including the development of MORPHING. This directed evolution method
was supported by the S. cerevisiae apparatus and allowed us to perform random mutagenesis
and recombination in specific targeted areas while preserving the remaining regions of the
protein. In the last cycle of evolution a new method for in vivo recombination of independent
sequence blocks (DNApuzzle) was developed allowing the selection of the best possible
combination among beneficial mutations along the evolutionary process. Conversely, an
appropriate trade-off between activity and oxidative stability was achieved through this
method.
5. The two outcome mutants from this evolutionary campaign were AT-AT (with 7 mutations)
and SIth (with 8 mutations) variants, which enhanced the oxidative stability 6- and 12-fold,
respectively. When both mutants were incubated in presence of 3,000 equivalents of H2O2,
SIth showed a H2O2 half-life of 35 min (together with a ~ 6 ºC improved thermostability) and
that of AT-AT was18 min. Under the same conditions the parent´s R4 half-life was 3 min.
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6. By using as starting point the thermostable mutant (2-1B variant), three new generations of
directed evolution were carried out towards activity at neutral/alkaline pH. For this purpose,
a HTS protocol was designed increasing the selective pressure after each generation (from
pH 6.0 to pH 8.5) at the time that the pH activity profile was widened.
7. The last mutant (BB-8 variant) yielded three new mutations that conferred activity in the pH
range from 5 to 9 for ABTS, where the parent type was inactive. In addition, BB-8 improved
its activity under neutral/alkaline pH with the substrates guaiacol, sinapic acid, and slightly
with veratryl alcohol.
8. The BB-8 variant showed for the first time the ability to oxidize directly ABTS in the Mn2+
binding site under neutral/alkaline pH, albeit at the cost of reducing its activity for Mn2+.
After rational design and molecular docking studies, this phenomenon was exclusively
attributed to the mutation P182S located in the surroundings of Mn2+ binding site.
9. The thermostability mutant 2-1B and a high-redox potential laccase (previously evolved for
secretion in yeast and human blood tolerance) were functionally expressed in S. cerevisiae
by using bi-directional vectors. The co-expression of VP and laccase was assayed in
microplate format and flask under the control of different expression cassettes including the
promoter/terminator pairs GAL1/CYC1 and GAL10/ADH1. In general terms, the expression
for singles genes under GAL10/ADH1 cassette was the most effective one. Nevertheless, the
co-expression of both genes with similar secretion levels was observed with the construction
GAL1/VP/CYC1-GAL10/Lac/ADH1.
10. An initial prototype of white-rot yeast (WRY) was designed with a reduced ligninolytic
apparatus, which establishes the bases for the construction of a more sophisticated artificial
microorganism with potential applications in synthetic biology. Particularly, the WRY might
find application in the production of biofuels from lignocellulosic material in integral
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ANEXO I 
Secuencia completa del gen de fusión α-vpl2: 
En la secuencia del gen de fusión se resaltan los diferentes elementos que lo componen, así 
como las mutaciones introducidas durante el proceso de evolución dirigida hacia expresión 
funcional, termoestabilidad, estabilidad oxidativa y actividad a pH neutro/alcalino. 
pre‐líder del factor-α (57 pb, 19 aminoácidos); pro‐líder del factor-α (192 pb, 64 
aminoácidos); diana de corte de la proteasa KEX2 (6pb, 2 aminoácidos); diana de corte de la 
proteasa STE13 (12 pb, 4 aminoácidos); diana de restricción EcoRI (6 pb, 2 aminoácidos); 
proteína madura (993 pb, 331 aminoácidos); mutaciones de R4 (E37K-V160A-T184M-Q202L; 
evolución hacia expresión funcional); mutaciones de 2‐1B (mutaciones de R4 + H39R-D213A-
G330R; evolución hacia termoestabilidad); mutaciones de SIth y AT-AT (mutaciones de R4 + 
N11D-G25K-E40K-T45A-S86R-P141A-F186L-T323I, mutante SIth; mutaciones de R4 + D22N-
T45A-E83G-I103V-G107S-P141A-F186L, mutante AT-AT; evolución hacia estabilidad 
oxidativa); mutaciones de BB-8 (mutaciones de 2-1B + E140G-P182S-Q229P; evolución hacia 
actividad en condiciones de pH alcalino). Los codones mostrados en gris indican la secuencia del 
gen antes de la mutación y los números en negrita representan la numeración según la secuencia 
de la VP madura. 
1     ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA TCC   45 
1      M   R   F   P   S   I   F   T   A   V   L   F   A   A   S    15 
46    TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG   90 
16     S   A   L   A   A   P   V   N   T   T   T   E   D   E   T    30 
91    GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA   135 
31     A   Q   I   P   A   E   A   V   I   G   Y   S   D   L   E    45 
136   GGG GAT TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT   180 
46     G   D   F   D   V   A   V   L   P   F   S   N   S   T   N    60 
181   AAC GGG TTA TTG TTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT   225 
61     N   G   L   L   F   I   N   T   T   I   A   S   I   A   A    75 
226   AAA GAA GAA GGG GTA TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GAA   270 
76     K   E   E   G   V   S   L   E   K   R   E   A   E   A   E    90 
AAT 
271   TTC GCA ACT TGC GAC GAC GGA CGC ACC ACC GCA GAT GCT GCA TGT   315 
91     F   A   T   C   D   D   G   R   T   T   A   D   A   A   C    105 
VP madura  1   2   3   4   5   6   7   8   9   10  11  12  13  14 
GAT 
316   TGC ATT CTG TTC CCC ATC CTC AAT GAC ATC CAA GAA AAC CTC TTC   360 
106    C   I   L   F   P   I   L   N   D   I   Q   E   N   L   F    120 
      15  16  17  18  19  20  21  22  23  24  25  26  27  28  29 
GGA     GAG     CAC GAG
361   GAC GGT GCC CAG TGT AAA GAA AAG GTG CGC AAG TCC CTT CGT TTG   405 
121    D   G   A   Q   C   K   E   K   V   R   K   S   L   R   L    135 
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  ACT    
406   GCT TTC CAC GAT GCA ATC GGT TTC TCT CCT ACT TTA GGC GGA GGA   450 
136    A   F   H   D   A   I   G   F   S   P   T   L   G   G   G    150 
       45  46  47  48  49  50  51  52  53  54  55  56  57  58  59 
451   GGA GCT GAC GGT TCC ATC ATC GCG TTC GAC ACC ATT GAG ACT AAT   495 
151    G   A   D   G   S   I   I   A   F   D   T   I   E   T   N    165 
       60  61  62  63  64  65  66  67  68  69  70  71  72  73  74  
GAA         AGT 
496   TTC CCC GCC AAT GCT GGC ATC GAT GGA ATC GTC CGT GCT CAG AAG   540 
166    F   P   A   N   A   G   I   D   K   I   V   R   A   Q   K    180 
       75  76  77  78  79  80  81  82  83  84  85  86  87  88  89 
ATT 
541   CCA TTC GTG GCT AAA CAC AAC ATC TCC GCC GGC GAC TTC GTT CAA   585 
181    P   F   V   A   K   H   N   I   S   A   G   D   F   V   Q    195 
       90  91  92  93  94  95  96  97  98  99  100 101 102 103 104 
GGC 
586   TTT GCT AGC GCC GTT GGA GTC TCC AAC TGC CCT GGT GGT GTC AGG   630 
196    F   A   S   A   V   G   V   S   N   C   P   G   G   V   R    210 
       105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 
631   ATT CCT TTC TTC TTG GGT CGC CCG GAT GCC GTG GCC GCC TCC CCG   675 
211    I   P   F   F   L   G   R   P   D   A   V   A   A   S   P    225 
    120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 
GAG CCT 
676   GAC CAC CTC GTG CCA GGG GCT TTT GAT TCT GTT GAC TCC ATT CTT   720 
226    D   H   L   V   P   G   A   F   D   S   V   D   S   I   L    240 
 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149  
GTC 
721   GCC AGA ATG GGT GAC GCA GGC TTC AGT CCC GCC GAG GTT GTT TGG   765 
241    A   R   M   G   D   A   G   F   S   P   A   E   V   V   W    255 
  150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 
766   CTC CTG GCT TCG CAC TCC ATT GCC GCT GCC GAC AAG GTT GAC CCA   810 
256    L   L   A   S   H   S   I   A   A   A   D   K   V   D   P    270 
     165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179  
CCT     ACG     TTC 
811   TCG ATT TCT GGA ATG CCA CTT GAT TCA ACC CCC GGA GTT TTT GAT   855 
271    S   I   S   G   M   P   L   D   S   T   P   G   V   F   D    285 
       180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 
CAA 
856   TCT CAA TTC TTC ATC GAA ACG CTA CTT AAA GGC AGA CTC TTC CCA   900 
286    S   Q   F   F   I   E   T   L   L   K   G   R   L   F   P    300 
       195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 
GAC 
901   GGC ACT GCT GCC AAC AAG GGA GAA GCC CAA TCT CCA TTG CAA GGA   945 
301    G   T   A   A   N   K   G   E   A   Q   S   P   L   Q   G    315 
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    CAG 
946   GAG ATC AGG CTT CCG TCC GAT CAC TTG TTG GCT AGA GAC CCC CAG   990 
316    E   I   R   L   P   S   D   H   L   L   A   R   D   P   Q    330 
       225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239   
991   ACT GCC TGC GAA TGG CAG TCC ATG GTT AAC AAC CAA CCG AAG ATT   1035 
331    T   A   C   E   W   Q   S   M   V   N   N   Q   P   K   I    345 
       240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 
1036  CAG AAC CGT TTC GCT GCT ACC ATG TCG AAG ATG GCT CTT CTT GGC   1080 
346    Q   N   R   F   A   A   T   M   S   K   M   A   L   L   G    360 
       255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 
1081  CAA GAC AAG ACC AAA TTG ATT GAC TGT TCC GAT GTT ATC CCC ACC   1125 
361    Q   D   K   T   K   L   I   D   C   S   D   V   I   P   T    375 
       270 271 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 
1126  CCT CCT GCC CTT GTC GGA GCG GCC CAC TTA CCG GCG GGA TTT TCT   1170 
376    P   P   A   L   V   G   A   A   H   L   P   A   G   F   S    390 
       285 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 
1171  CTT AGC GAT GTA GAG CAA GCG TGC GCC GCG ACG CCT TTC CCT GCT   1215 
391    L   S   D   V   E   Q   A   C   A   A   T   P   F   P   A    405 
       300 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 
 ACC 
1216  CTT ACT GCT GAC CCA GGC CCA GTA ATT TCC GTC CCT CCC GTC CCT   1260 
406    L   T   A   D   P   G   P   V   I   S   V   P   P   V   P    420 
    315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 
   GGA 
1261  AGA TCG TAA   1269 
421    R   S   *
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Science & Technology 6, 6625-6636.
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ligninolytic oxidoreductases: from functional expression to stabilization and beyond. In:
Cascade Biocatalysis: Integrating Stereoselective and Environmentally Friendly
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Presentaciones orales relacionadas con la Tesis Doctoral: 
Gonzalez-Perez, D. (2013). “Directed evolution of versatile peroxidase (VP) towards 
oxidative stability”. XVI meeting of the LIGNOCEL network. Sep, 26-27. Pontevedra 
(Spain). 
I) PEROXICATS FP-7 PROJECT “Peroxidases as biocatalyst (Peroxicats)”.
Ref: FP7-KBBE-2010-4-26537:
36-Month Meeting project (2013):
Gonzalez-Perez, D. “Directed evolution of versatile peroxidase (VP) towards
oxidative stability”. Nov, 18. Madrid (Spain).
30-Month Meeting project (2013):
Gonzalez-Perez, D. “Directed evolution of versatile peroxidase (VP) towards
oxidative stability and co-expression of VP and laccase in Saccharomyces
cerevisiae”. May, 28. Zittau (Germany).
24-Month Meeting project (2012):
Gonzalez-Perez, D. “Directed evolution of Versatile Peroxidase (VP) towards
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